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`Two roads diverged in a wood, and I - 
I took the one less traveled by, 
And that has made all the difference.´ 
 
The Road Not Taken, Robert Frost 
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1 Abkürzungen und Fachausdrücke 
APS Ammoniumperoxodisulfat 
bp Basenpaar(e) 
BSA Bovines Serumalbumin 
°C Grad Celsius 
cDNA Komplementäre DNA, nach reverser Transkription von RNA 
CD Cluster of Differentiation 
Ci Curie 
CMV Cytomegalovirus 
Cpm Counts per minute, Einheit für die Radioaktivität 
Cre Cre Rekombinase, bindet an loxP-Sequenzen 
DAPI 4´,6´-Diamidino-2-Phenylindol 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNase Desoxyribonuklease 
dCTP Desoxycytidintriphosphat 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DAB 3,3´-Diaminobenzidin 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagles Medium 
DTT Dithiothreitol 
E Embryonalstadium, in Tagen nach der Kopulation 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
eGFP enhanced Green Fluorescent Protein aus Aequoria Victoria 
EGF Epidermaler Wachstumsfaktor 
E. coli Escherichia Coli Bakterien 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
FACS Fluorescence activated cell sorting 
FCS Fötales Kälberserum 
FGF Fibroblastenwachstumsfaktor 
Flk Fetal liver kinase, Tyrosinkinaserezeptor 
Flt Fms like tyrosine kinase, Tyrosinkinaserezeptor 
g Beschleunigung 
GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein 
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)Piperazin-1-Ethansulfonsäure 
in situ am Ort 
in vitro in der Zellkultur, außerhalb des Organismus 
in vivo im lebenden Organismus 
lacZ -Galactosidase Gen 
 Wellenlänge in nm 
LB Luria Bertani 
loxP locus of crossing over 
LU Light Units 
MMLV Moloney murine leukemia virus 
MT Mouse tonicity 
MOPS 3-(N-Morpholino)Propansulfonsäure 
NCBI National Center for Biotechnology Information 
OD Optische Dichte, gemessen bei einer Wellenlänge  
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PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS Phosphate Buffered Saline 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PDGF Platelet Derived Growth Factor 
PEA-15 Phosphoprotein enriched in Astrocytes 
PECAM-1 Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1, CD31 
pH Pondus hydrogenii 
PIPES Piperazin-1,4-bis(2-Ethansulfonsäure) 
Promotor DNA-Sequenz, legt fest, an welchem Ort                                 
die Transkription initiiert wird 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
SAP Shrimp Alkaline Phosphatase 
SCL Stem cell leukemia 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
Shh Sonic hedgehog 
SSC Saline Sodium Citrate 
Taq Polymerase aus Thermophilus Aquaticus 
TBS Tris Buffered Saline 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin 
TGF Transforming Growth Factor- 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan 
TNF Tumor Necrose Factor- 
Tween Polyoxyethylensorbitanmonolaurat 
U Einheit 
UV Ultraviolett 
UpM Umdrehungen pro Minute 
v/v Volumenprozent 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
w/v Gewichtsprozent 
wt Wildtyp 
ZNS Zentrales Nervensystem 
 
p pico M Molar 
n nano m Meter   
μ micro l Liter 
m milli g Gramm   
k kilo Da Dalton 
sec Sekunde V Volt 
min Minute A Ampere 
h Stunde F Farad 
d Tag 
 
Für die Mengen-, Größen- und Zeit- sowie alle weiteren physikalischen Angaben 
wurden SI- (Internationales Einheitensystem) oder gesetzliche Einheiten gewählt. 
Aminosäuren wurden mit dem international gebräuchlichen Ein- beziehungsweise 
Dreibuchstaben-Code abgekürzt. 
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2 Einleitung 
2.1 Die Bildung des Blutgefäßsystems während der 
Embryonalentwicklung 
Das kardiovaskuläre System besteht aus dem Herz und den Blutgefäßen. Es 
stellt während der Embryonalentwicklung der Wirbeltiere das erste funktionelle 
Organsystem dar. Der Transport von Sauerstoff und Nährstoffen durch das frühe 
Gefäßsystem ist für das Wachstum des Embryos essentiell. 
Der Entwicklung des Blutgefäßsystems liegen vielfältige, zelluläre Prozesse im 
heranwachsenden Embryo zugrunde. In einem ersten Schritt differenzieren Zellen 
mesodermalen Ursprungs zu endothelialen Vorläuferzellen, den Angioblasten. Die 
Differenzierung der Angioblasten zu Endothelzellen sowie die Aggregation zu einem 
primitiven Netzwerk wird als Vaskulogenese bezeichnet. Der Begriff Angiogenese 
umschreibt die Reifung zu einem funktionellen Blutgefäßsystem. 
Die Identifikation der Signalwege und beteiligten Moleküle trägt zum Verständnis der 
verschiedenen Vorgänge während der Entwicklung des Blutgefäßsystems bei. Im 
folgenden sind daher die molekularen Mechanismen, die Teil der Entwicklung des 
Gefäßsystems der Wirbeltiere sind, nach gegenwärtigem Verständnis zusammen-
gefasst. 
 
2.1.1 Die Entwicklungsbiologie der Endothelzellen 
Die Vaskulogenese beginnt während der Embryonalentwicklung mit der 
Bildung der Blutinseln im extraembryonalen Dottersack. Die Blutinseln entwickeln 
sich aus Aggregaten mesodermaler Zellen. Sie bestehen im Inneren aus Vorläufern 
hämatopoetischer Zellen. Bei den Zellen in der Peripherie handelt es sich um Angio-
blasten. Diese differenzieren zu Endothelzellen, bilden das Lumen und schließen 
sich zu einem primitiven Gefäßplexus zusammen (zur Übersicht Risau und Flamme, 
1995). Es konnte gezeigt werden, daß im Embryo Vaskulogenese und Hämatopoese 
räumlich getrennt vorliegen (Jaffredo et al., 1998; Tavian et al., 1999).  
Die räumliche und zeitliche Nähe hämatopoetischer und endothelialer Zellen indiziert 
die Existenz einer gemeinsamen Vorläuferzelle, des Hämangioblasten (zur Übersicht 
Robb und Elefanty, 1998). Hämatopoetische Zellen und Endothelzellen exprimieren 
gemeinsam eine Reihe unterschiedlicher Gene. So wurde unter anderem die 
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Expression von CD34, Tie2 sowie SCL/TAL-1 nachgewiesen (Fina et al., 1990; 
Kallianpur et al., 1994; Yano et al., 1997). Nach Inaktivierung des Rezeptors flk-1 
oder des Transkriptionsfaktors SCL/TAL-1 wurden im Mausmodell sowohl Defekte in 
der Vaskulogenese als auch in der Hämatopoese beobachtet (Shalaby et al., 1995; 
Visvader et al., 1998). 
Die Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro rekapituliert sowohl die 
Vaskulogenese als auch die Hämatopoese in Blutinseln des Dottersacks in vivo (zur 
Übersicht Keller, 1995). Im Rahmen der Differenzierung in vitro entwickelten sich aus 
Zellpopulationen, die Flk-1, CD34 sowie SCL/TAL-1 exprimieren, sowohl endotheliale 
als auch hämatopoetische Zellen (Choi et al., 1998; Chung et al., 2002; Ema et al., 
2003; Kabrun et al., 1997; Nishikawa et al., 1998; Park et al., 2004). Ferner wurde 
berichtet, daß eine Population derjenigen Vorläuferzellen, die kein E-Cadherin jedoch 
Flk-1 auf der Zelloberfläche exprimieren, zu Endothel- und glatten Muskelzellen 
differenzieren (Yamashita et al., 2000). 
Die Vaskulogenese ist jedoch nicht ausschließlich auf die Embryonalentwicklung 
beschränkt. Im peripheren Blut des adulten Organismus wurden zirkulierende, 
endotheliale Vorläuferzellen nachgewiesen, die an Orten der Gefäßneubildung 
integrieren und zu Endothelzellen differenzieren (Asahara et al., 1997; Lin et al., 
2000; Shi et al., 1998). Während der Kultivierung in vitro exprimierten diese Zellen an 
der Oberfläche die zelltypspezifischen Rezeptoren CD31 sowie VE-Cadherin und 
wiesen morphologische Ähnlichkeiten zu Endothelzellen auf. 
 
2.1.2 Die Reifung zu funktionalen Blutgefäßen 
Der Vorgang, der zur Bildung neuer Blutgefäße auf der Basis des bereits 
bestehenden primitiven, vaskulären Netzwerks führt, wird als Angiogenese 
bezeichnet (zur Übersicht Risau, 1997). Es werden zwei verschiedene Mechanismen 
unterschieden. Zum einen erfolgt Angiogenese durch Teilung eines vorhandenen 
Gefäßlumens. Dieser angiogene Prozess wird als Intussuszeption bezeichnet (zur 
Übersicht Kurz et al., 2003). Zum anderen ist Angiogenese mit der Sprossung bereits 
vorhandener Gefäßstrukturen verbunden. 
Lokal werden bei diesem Vorgang zunächst sowohl die Basalmembran als auch die 
umgebende interstitielle Matrix aufgelöst. Die proteolytischen Enzyme gehören dem 
Plasminogen-Aktivator-System sowie der Familie der Matrix-Metalloproteinasen an 
und werden unter anderem von Endothelzellen gebildet (zur Übersicht Pepper, 
Einleitung 
 5
2001). Nach der Degradation der extrazellulären Matrix migrieren Endothelzellen in 
Richtung des angiogenen Stimulus. Zusätzlich proliferieren Endothelzellen hinter der 
Front migrierender Zellen. Die Stimulation der Zellen erfolgt durch eine Reihe 
Faktoren, die teilweise aus der degradierten Matrix freigesetzt werden. Ausgehend 
vom proximalen Teil des Sprosses, nimmt nach Bildung des Lumens die Proliferation 
und Migration der Endothelzellen ab.  
Nach Inaktivierung von Genen des TGF-vermittelten Signalwegs wurde postuliert, 
daß die Angiogenese in zwei Phasen verläuft (Oh et al., 2000). Während der 
Angiogenese führte die Stimulation des Typ I-Rezeptor-, Alk5-vermittelten 
Signalwegs durch TGF neben anderen angiogenen Faktoren zur Proliferation und 
Migration von Endothelzellen (Dickson et al., 1995; Larsson et al., 2001). Umgekehrt 
inhibierte die Stimulation des Alk1-Rezeptors sowohl die proliferativen Eigenschaften 
als auch die Migration (Oh et al., 2000; Urness et al., 2000). In Alk5-defizienten 
Mäusen führte die Inaktivierung des Transkriptionsfaktors Smad5, ein Substrat des 
Alk5-vermittelten Signalwegs, zu vergrößerten Blutgefäßen mit einer fehlenden 
Organisation (Yang et al., 1999). Es liegen daher offenbar zwei getrennte TGF-
regulierte Signalwege vor, die im Rahmen der Angiogenese differentiell aktiviert 
werden. 
Die funktionelle Reifung der Gefäße umfasst die Rekrutierung perivaskulärer Zellen, 
den Perizyten und glatten Muskelzellen, zum Endothel. Dieser Reifungsvorgang führt 
zur Inhibition der Proliferation und Migration von Endothelzellen und ist mit der 
Bildung der extrazellulären Matrix verbunden. Die resultierende Stabilisierung der 
Gefäße wirkt der Regression entgegen. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, 
daß der PDGF-vermittelte Signalweg an der Regulation der Proliferation und der 
Migration perivaskulärer Zellen zu den Gefäßen beteiligt ist (Hellström et al., 1999; 
Lindahl et al., 1997). Da Endothelzellen den Liganden PDGF-B sekretieren und glatte 
Muskelzellen sowie Perizyten den Rezeptor PDGFR exprimieren, wurde in PdgfB- 
und Pdgfrb-defizienten Mäusen eine verminderte Proliferation und Migration 
perivaskulärer Zellen beobachtet. Ferner inhibierten Perizyten die Proliferation 
endothelialer Zellen (Hellström et al., 2001). 
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2.2 Die VEGF-vermittelten Signalwege 
2.2.1 Die biologischen Aktivitäten des Wachstumsfaktors VEGF 
Der Wachstumsfaktor vaskulärer Endothelzellen, VEGF beziehungsweise 
VEGF-A, ist in der Lage, verschiedene zelluläre Programme zu induzieren. VEGF 
war zunächst als vaskulärer Permeabilitätsfaktor beschrieben worden, bevor seine 
Funktion als Mitogen für Endothelzellen erkannt wurde. Die vielfältigen biologischen 
Aktivitäten umfassen die Stimulation der Proliferation und Migration sowie die 
Regulation der Zelldifferenzierung. Ferner wirkt der VEGF-vermittelte Signalweg der 
Apoptose entgegen. Die Fähigkeit, diese unterschiedlichen Prozesse zu initiieren, 
liegt unter anderem in der hochaffinen Bindung des Wachstumsfaktors an 
verschiedene VEGF-Rezeptoren sowie der Expression mehrerer VEGF-Isoformen 
begründet. 
Die Familie der VEGF-Proteine umfasst die Mitglieder VEGF-A bis VEGF-D, den 
Plazentawachstumsfaktor PlGF sowie das virale Protein VEGF-E. Es handelt es sich 
um homodimere Glykoproteine, die zur PDGF-Superfamilie der Wachstumsfaktoren 
gehören. Von VEGF-A gibt es verschiedene Isoformen mit 121, 145, 165, 183, 189 
und 206 Aminosäureresten, die durch alternatives Spleißen entstehen. VEGF165 ist 
die häufigste Isoform. Die saure Isoform VEGF121 ist in der Lage, frei zu diffundieren. 
Hingegen binden die basischen Isoformen mit hoher Affinität extrazellulär an 
Heparin. Insbesondere VEGF189 und VEGF206 werden an der extrazellulären Matrix 
sequestriert. 
Im Mausmodell führte die Inaktivierung eines VEGF-Allels zu einer reduzierten Blut-
gefäßbildung und war für den Embryo an Tag E9.5 lethal (Carmeliet et al., 1996; 
Ferrara et al., 1996). Die Differenzierung der Angioblasten war nicht beeinträchtigt, 
weil im Dottersack die Bildung eines primitiven Gefäßplexus nachgewiesen werden 
konnte. Durch Einbringen embryonaler Stammzellen in Blastozysten, die nach 
experimentell erzeugter Tetraploidie das Trophoektoderm bilden, entsteht ein 
chimärer Embryo. Dessen Plazenta geht aus tetraploiden Zellen der Blastozyste 
hervor, während sich der Organismus von den eingebrachten Zellen ableitet (zur 
Übersicht Tam und Rossant, 2003). Die Vorgehensweise erlaubt die Analyse der 
Entwicklung des Embryos unabhängig vom extraembryonalen Gewebe. Embryos, 
die sich auf diese Weise aus embryonalen Stammzellen bildeten, in denen zuvor 
beide VEGF-Allele inaktiviert worden waren, zeigten einen vaskulären Defekt 
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(Carmeliet et al., 1996). Der unterschiedliche Phänotyp, der sich nach Inaktivierung 
eines Allels gegenüber der Deletion der beiden Allele ergab, unterstreicht die dosis-
abhängige Wirkung von VEGF. Nach der konditionalen Inaktivierung wurde eine 
verminderte Vaskularisierung betreffender Gewebe nachgewiesen und führte 
neonatal zum Tod der Mäuse (Gerber et al., 1999; Haigh et al., 2000). Die 
Überexpression von VEGF wurde von einer defekten Herzentwicklung begleitet und 
war für den Embryo lethal (Miquerol et al., 2000). Bei der induzierbaren Expression 
von VEGF im adulten Organismus wurde eine Vaskularisierung de novo beobachtet 
(Dor et al., 2002). Schließlich wurde die Bedeutung der Bindung von VEGF an 
Heparin durch die ausschließliche Expression der Isoform VEGF121 verdeutlicht. Sie 
führte innerhalb von zwei Wochen postnatal zum Tod (Ruhrberg et al., 2002). 
 
2.2.2 Die Rezeptoren des Wachstumsfaktors VEGF 
Die VEGF-vermittelte Signaltransduktion erfolgt durch Bindung des Liganden 
an den VEGF-Rezeptor 1, Flt-1, und VEGF-Rezeptor 2, Flk-1. Strukturell besitzen die 
VEGF-Rezeptoren extrazelluläre, Immunglobulin-ähnliche Domänen, eine Trans-
membrandomäne sowie eine intrazelluläre Tyrosinkinasedomäne, die durch eine 
weitere Domäne unterbrochen wird. Die beiden Rezeptoren werden insbesondere 
auf der Oberfläche von Endothelzellen exprimiert. 
Der VEGF-Rezeptor 3, Flt-4, bindet VEGF-C und VEGF-D und wird während der 
frühen Embryonalentwicklung in Blutgefäßen ausgeprägt. Ferner wird der Rezeptor 
spezifisch in den lymphatischen Gefäßen exprimiert und ist für deren Bildung und 
Funktion essentiell. Nach Inaktivierung des flt-4-Gens wurde im Mausmodell eine 
fehlerhafte Entwicklung der Blutgefäße beobachtet (Dumont et al., 1998). 
Der VEGF-Rezeptor 1, Flt-1, liegt als Transmembranprotein sowie als sekretiertes 
Protein, sFlt, vor. Die lösliche Form sFlt umfasst den extrazellulären Teil des Proteins 
und entsteht durch alternatives Spleißen. Es wurde gezeigt, daß dieses Protein 
VEGF mit hoher Affinität bindet (Kendall und Thomas, 1993). Darüberhinaus wurde 
nachgewiesen, daß Flt-1 den Liganden zwar mit höherer Affinität als der VEGF-
Rezeptor 2, Flk-1, bindet, die Tyrosinkinaseaktivität jedoch geringer ist. Nach 
Austausch der zytoplasmatischen Domäne des VEGF-Rezeptor 1 und 2 wurden 
Peptidsequenzen identifiziert, die die Aktivierung des PI 3-Kinase-Signalwegs nach 
Stimulation durch VEGF reprimieren (Gille et al., 2000). 
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Im Mausmodell ist die Inaktivierung des VEGF-Rezeptor 1, flt-1, zu einem frühen 
Zeitpunkt der Embryonalentwicklung, E9.5, lethal. Die Embryos zeigten eine fehlende 
Organisation sowie eine Vergrößerung der Blutgefäße (Fong et al., 1995). Nach der 
Analyse von Chimären wurde eine erhöhte Anzahl Angioblasten und reifer Endothel-
zellen festgestellt (Fong et al., 1999). Daher wurde angenommen, daß die Zelldichte 
eine kritische Determinante der Gefäßbildung im heranwachsenden Embryo ist. Auch 
die Differenzierung flt-1-defizienter Stammzellen in vitro führte zu einer Zunahme der 
Zahl reifer Endothelzellen (Kearney et al., 2002). Nach Zugabe eines spezifischen 
Flk-1-Inhibitors oder eines rekombinanten Proteins, das die extrazelluläre Domäne 
des Rezeptors Flt-1 umfasste, zeigte sich ein Phänotyp, der dem Wildtyp entspricht 
(Roberts et al., 2004). Im Mausmodell hatte eine Deletion der intrazellulären Kinase-
domäne keinen Einfluss auf die Gefäßentwicklung des heranwachsenden Embryos 
(Hiratsuka et al., 1998). 
Die Expression von sFlt in vitro führte zu einer geringeren Stimulation des VEGF-
vermittelten Signalwegs, verursacht durch Sequestrierung des Liganden oder durch 
die Bildung eines heterodimeren, dominant-negativen Rezeptorkomplex, bestehend 
aus sFlt und Flk-1 (Kendall et al., 1996). Neben einer passiven Regulation wurden 
aktive Mechanismen diskutiert. Nach Austausch der extrazellulären Liganden-
bindungsdomäne des VEGF-Rezeptor 1 durch die Domäne des CSF-1- oder EGF-
Rezeptors wurde die Neutralisierung des Liganden ausgeschlossen. Die Expression 
dieser Rezeptorchimären unterdrückte die VEGF-Rezeptor 2-vermittelte Stimulation 
der Proliferation (Rahimi et al., 2000). Die Inhibition war von der Stimulation der PI 3-
Kinase abhängig (Zeng et al., 2001a). 
Es wurde nachgewiesen, daß der VEGF-Rezeptor 1 die Migration von Monozyten 
kontrolliert (Barleon et al., 1996; Luttun et al., 2002). Ferner spielt der Rezeptor 
während der Hämatopoese und der Mobilisierung endothelialer Stammzellen aus 
dem Knochenmark eine Rolle. Nach Stimulation des VEGF-Rezeptor 1-vermittelten 
Signalwegs durch PLGF, war eine Flt-1-exprimierende Stammzellpopulation in der 
Lage, die Blutbildung wiederherzustellen (Gerber et al., 2002; Hattori et al., 2002). 
Schließlich führte die Aktivierung des VEGF-Rezeptor 1-vermittelten Signalwegs in 
sinusoidalen Endothelzellen der Leber zur Sekretion hepatotropher Faktoren, die 
parakrin die Proliferation von Hepatozyten stimulieren (LeCouter et al., 2003). 
Es wurde gezeigt, daß die Inaktivierung des VEGF-Rezeptor 2, flk-1, bereits an Tag 
E8.5 der Embryonalentwicklung lethal ist (Shalaby et al., 1995). Die besondere 
ATyrosinekinase Domäne
Fibronectin Typ III
Immunoglobulin-ähnliche Domäne
EGF-ähnliche DomäneMAM Domäne
Homolog zu Koagulationsfaktoren V,VIII
Homolog zu Komplementfaktoren
VEGFR-3VEGFR-1
Flt-1
Tie1 Tie2
sFlt
Neuropilin-1, -2 VEGFR-2
Flk-1
VEGF
VEGF-C
VEGF-D
VEGF-E
Ang-1
Ang-2
Ang-3
Ang-4
VEGF-C
VEGF-D
VEGF
VEGF-B
PlGFVEGF165
B
Apoptose
Y
Y
Y
Y
Y
Y
PIP3 PIP2 PIP2 DAG+
IP 
Akt
p110
p85 SH2
SH2
SH3
PI3-Kinase
3
CaPLCγ
SH2
SH3
P
2+
Proliferation
Raf
MEK
ERK
Transkription
PKC
?
P
P
P
P
ShcBSH2
P
VEGF
VEGFR-2
801
949
994
1052
1057
1173
Einleitung 
 9
Bedeutung des Rezeptors für die Differenzierung vaskulärer Vorläuferzellen in vivo 
wurde durch das Fehlen von Endothel- und hämatopoetischen Zellen unterstrichen. 
Experimente belegten, daß flk-1-defiziente, embryonale Stammzellen in vitro in der 
Lage sind, hämatopoetische Zellen bilden (Hidaka et al., 1999; Schuh et al., 1999). 
Das Fehlen dieser Zellen in flk-1-defizienten Mäusen wurde auf die Migration 
vaskulärer Vorläuferzellen zum Dottersack zurückgeführt (Shalaby et al., 1997). 
Die Bindung des Liganden VEGF führt zur Dimerisierung des VEGF-Rezeptor 2 und 
Phosphorylierung der Tyrosinreste Y949, Y994, Y1052, Y1057, Y1073 und Y1212 in der 
intrazellulären Domäne des Proteins. Es wurde festgestellt, daß sie für die Tyrosin-
kinaseaktivität essentiell sind (Dougher und Terman, 1999). Die Phosphorylierung 
der Tyrosinreste Y949 und Y994 war für die Migration von Endothelzellen nach 
Stimulation durch VEGF von Bedeutung (Zeng et al., 2001b). Die Tyrosinreste Y1073 
und Y1212 befinden sich am carboxyterminalen Ende des Rezeptors. Die 
Phosphorylierung von Y1073 ermöglichte die Bindung von PLC an den Rezeptor  
(Takahashi et al., 2001). Die Stimulation des PLC-Signalwegs war mit der 
Proliferation der Endothelzellen verbunden. 
Die Bindung weiterer Adapterproteine an die phosphorylierten Tyrosinreste des 
Rezeptors geht mit der Stimulation zahlreicher Signalwege einher. Die Inaktivierung 
betreffender Gene ermöglicht die Identifikation solcher Moleküle, die Teil des 
Rezeptor-vermittelten Signalwegs und für die Vaskulogenese essentiell sind. So ist 
die Inaktivierung der Kinasen p38 und MKK3 embryonal lethal und führte zu 
vaskulären Defekten in der Plazenta (Adams et al., 2000; Yang et al., 2000). Es 
wurde gezeigt, daß die Stimulation dieses Signalwegs mit der Regulation der 
Apoptose und der vaskulären Permeabilität in vitro und in vivo verbunden ist 
(Issbrücker et al., 2003). Ebenso ist die Inaktivierung der Gene raf-1 und mek1 
embryonal lethal. Auch hier wurden vaskuläre Defekte in der Plazenta festgestellt 
(Giroux et al., 1999; Huser et al., 2001). Die Aktivierung dieses Signalwegs ist für 
Transkription derjenigen Gene entscheidend, die an der Zellproliferation beteiligt 
sind. 
 
Abbildung 1 Die VEGF-vermittelte Signaltransduktion 
A, Schematische Darstellung der VEGF-Rezeptoren, die an der Bildung von Blut-
gefäßen beteiligt sind, und deren Spezifität gegenüber den entsprechenden 
Liganden. Strukturelle Bestandteile der Rezeptoren sind hervorgehoben. B, 
Vereinfachte Darstellung VEGF-Rezeptor 2-vermittelter Signalwege. 
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2.2.3 Die Spezifität der VEGF-vermittelten Signalwege 
Die Vielfalt VEGF-vermittelter, biologischer Aktivitäten ist nicht allein durch 
die Expression mehrerer Isoformen des Liganden VEGF sowie der verschiedenen 
Tyrosinkinaserezeptoren, des VEGF Rezeptor-1, Flt-1 und des VEGF Rezeptor-2, 
Flk-1, erklärbar. Insbesondere die Interaktion mit weiteren Rezeptoren ist neben der 
gewebespezifischen Ausprägung sowie der Art, transient oder fortdauernd, und 
Stärke des Rezeptor-vermittelten Signals von unmittelbarer Bedeutung. 
Bei VE-Cadherin handelt es sich um ein Transmembranprotein, das Bestandteil 
endothelialer Zellkontakte ist. Der VEGF Rezeptor-2 liegt in Endothelzellen in einem 
aus VE-Cadherin, -Catenin und der PI 3-Kinase bestehenden Proteinkomplex vor. 
Die physiologische Bedeutung dieser Interaktion wurde durch die Inaktivierung des 
VE-Cadherin-Gens in vivo unterstrichen (Carmeliet et al., 1999). VE-Cadherin-
defiziente Mäuse sterben an Tag E11.5 aufgrund von Defekten während der 
Angiogenese. Das Auftreten von Apoptose in Endothelzellen wurde auf die 
unzureichende VEGF-vermittelte Stimulation des PI 3-Kinase- beziehungsweise Akt-
Signalwegs zurückgeführt. Dieser Signalweg ist mit der Phosphorylierung sowie 
Expression Apoptose-regulierender Proteine wie Bad, FKHR1 und Bcl-2 verbunden. 
Im Rahmen der Angiogenese ist die Proliferation endothelialer Zellen sowohl von der 
Stimulation der Zellen durch Wachstumsfaktoren als auch von der Integrin-
vermittelten Adhäsion an die extrazelluläre Matrix abhängig. Beide Ereignisse 
konvergieren in der Aktivierung des Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Signalwegs. 
So war die VEGF-vermittelte Aktivierung von Src mit der Phosphorylierung der 
Kinasen FAK und Raf-1 verbunden (Hood et al., 2003). Als Voraussetzung für die 
Phosphorylierung von Raf-1 stellte sich die Interaktion des Integrin V5 mit der 
phosphorylierten Kinase FAK heraus. Dieser Vorgang führte zu einer Aktivierung von 
Ras und der Rekrutierung von Raf-1 zur Zellmembran (Eliceiri et al., 2002). Die 
VEGF-vermittelte Phosphorylierung von Raf-1 durch Src wirkte dem Rezeptor-
aktivierten, programmierten Zelltod entgegen (Alavi et al., 2003). 
Darüberhinaus interagierte die extrazelluläre Domäne der 3-Untereinheit des 
Integrin V3 direkt mit dem VEGF-Rezeptor 2 und war für die Phosphorylierung des 
Rezeptors und die Signaltransduktion nach Aktivierung der PI 3-Kinase in Endothel-
zellen von Bedeutung (Borges et al., 2000; Soldi et al., 1999). Die Bildung des 
Komplex ging mit einer Zunahme der Affinität des Integrins V3 gegenüber den 
extrazellulären Substraten einher (Byzova et al., 2000). Die gleichzeitige Stimulation 
Einleitung 
 11
des PI 3-Kinase- und des p38 Kinase-vermittelten Signalwegs durch VEGF führte 
während der Migration von Endothelzellen zu einer Reorganisation des Zytoskeletts 
(Morales-Ruiz et al., 2000; Rousseau et al., 2000; Rousseau et al., 1997). Es wurde 
daher angenommen, daß die Interaktion zwischen VEGF-Rezeptor 2 und Integrin-
Rezeptoren der Integration multipler Signalwege zur Regulation von Richtung und 
Geschwindigkeit der Migration von Endothelzellen dient.  
Weitere Interaktionspartner des VEGF-Rezeptor 2 sind die Rezeptoren Neuropilin-1 
und -2, die auf der Oberfläche von Endothelzellen exprimiert werden. Es wurde 
gezeigt, daß diese Rezeptorkomplexe die Isoform VEGF165 mit hoher Selektivität 
binden (Gluzman-Poltorak et al., 2000; Soker et al., 1998). Darüberhinaus wurde die 
Affinität des Liganden gegenüber dem Rezeptor Flk-1 durch Interaktion mit 
Neuropilin-1 erhöht.  
Neuropilin-1 und -2 bilden mit Plexin Rezeptorkomplexe für Semaphorine und 
regulieren auf diese Weise die Wegfindung von Axonen im Nervensystem (zur 
Übersicht Huber et al., 2003). Die Inaktivierung des neuropilin-1-Gens war an Tag 
E10.5 der Embronalentwicklung lethal. Neben Defekten in der Entwicklung des 
Nervensystems wurde ein vaskulärer Phänotyp festgestellt (Kawasaki et al., 1999; 
Kitsukawa et al., 1997). So wies die Angiogenese im Dottersack, die 
Vaskularisierung des ZNS und die Bildung des kardiovaskulären Systems Defekte 
auf. Die ektopische Expression von Neuropilin-1 im Mausmodell resultierte zum 
einen in einer Zunahme der Anzahl sowie einer Erweiterung der Blutgefäße, zum 
anderen in einer stärkeren Verzweigung und fehlender Faszikulation der 
Nervenzellen (Kitsukawa et al., 1995). Nach Inaktivierung des neuropilin-2-Gens 
wurden Defekte in der Entwicklung des Nervensystems und des lymphatischen 
Systems beobachtet (Chen et al., 2000; Giger et al., 2000; Yuan et al., 2002). Die 
Expression einer Neuropilin-1-Rezeptormutante anstelle des Wildtyp-Rezeptors 
ermöglichte durch die selektive Inaktivierung des Semaphorin-vermittelten 
Signalwegs die genauere Analyse. Im Mausmodell hatte die Expression derjenigen 
Mutante, die ausschließlich VEGF165 jedoch keine Semaphorine bindet, und die 
gleichzeitige Inaktivierung des neuropilin-2 Gens keinen Einfluß auf die 
Vaskulogenese (Gu et al., 2003). Hingegen war die Inaktivierung des neuropilin-1 
und -2 Gens an Tag E8.5 der Embryonalentwicklung aufgrund einer fehlenden 
Vaskularisierung lethal (Takashima et al., 2002). 
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Ein Modell, das den VEGF-Rezeptor 2 in den Mittelpunkt räumlich getrennter 
Rezeptorkomplexe rückt, ist insbesondere im Rahmen der Angiogenese von hohem 
Interesse. Der gleichzeitige Kontakt von Endothelzellen zu bereits existierenden 
Blutgefäßen sowie zur extrazellulären Matrix erfordert eine Polarität gegenüber dem 
angiogenen Stimulus. Tatsächlich konnte gezeigt werden, daß die räumliche 
Trennung der Rezeptoren VE-Cadherin, Integrin V3 und des VEGF-Rezeptor 2 die 
Interpretation extrinsischer, asymmetrischer Signale ermöglicht (Gerhardt et al., 
2003; Kiosses et al., 2001). Zusätzliche Unterstützung findet ein solches Modell in 
Experimenten, mit denen nachgewiesen wurde, daß die Isoformen VEGF189 und 
VEGF206 sequestriert an der extrazellulären Matrix vorliegen, während VEGF121 in 
der Lage ist, frei zu diffundieren (Ruhrberg et al., 2002). 
 
2.3 Embryonale Stammzellen 
2.3.1 Die Entwicklungsbiologie embryonaler Stammzellen 
Die Entwicklung des Säugetiers beginnt mit der befruchteten Eizelle, der 
Zygote. Sie ist Ausgangspunkt aller Zellen, die den späteren Organismus aufbauen, 
und wird daher als totipotente Zelle bezeichnet. Neben der Zygote sind alle Zellen, 
die durch die ersten Furchungsteilungen bis zum Stadium der Morula entstehen, 
totipotent. Zum Zeitpunkt der Blastozyste besteht der Embryo aus dem 
Trophektoderm, das als einzellige Schicht das Blastozoel umgibt, und der im 
Blastozoel befindlichen inneren Zellmasse, ICM, auf die alle embryonalen und ein 
Teil der extraembryonalen Gewebe zurückzuführen sind (zur Übersicht Zernicka-
Goetz, 2002). Im weiteren Verlauf der Entwicklung bilden sich die drei Keimblätter, 
Ekto-, Meso- und Endoderm, innerhalb derer sich die Organanlagen bilden (zur 
Übersicht Loebel et al., 2003). Somatische Stammzellen entstehen während der 
Embryonalentwicklung zu bestimmten Zeitpunkten. 
 
2.3.2 Manipulation embryonaler Stammzellen 
Embryonale Stammzellen der Maus wurden aus der ICM isoliert. Nach 
Implantation in Blastozysten wurden Mäuse erhalten (Evans und Kaufman, 1981; 
Gossler et al., 1986; Martin, 1981; Nagy et al., 1990). Diese Vorgehensweise 
ermöglichte die Etablierung transgener Mauslinien nach Manipulation dieser Zellen in 
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vitro. (Doetschman et al., 1988; Eggan et al., 2002; Thomas und Capecchi, 1987).  
Im Rahmen der Kultivierung embryonaler Stammzellen wurde deren Differenzierung 
in vitro in Gegenwart einer Primärkultur embryonaler Fibroblasten oder des Leukemia 
Inhibitory Factor, LIF, inhibiert (Williams et al., 1988). 
Mit Hilfe der homologen Rekombination werden ortsspezifische Modifikationen oder 
Mutationen in embryonale Stammzellen eingeführt. Anschließend sind die Zellen 
unter anderem zur Generierung von Mauslinien einsetzbar, um die Bedeutung der 
betreffenden Gene im Rahmen der Embryonalentwicklung oder während eines 
Krankheitsverlaufs zu untersuchen. 
Die Einführung selektierbarer, gewebespezifisch exprimierter Proteine erlaubt die 
Anreicherung einzelner Zellpopulationen. Handelte es sich um ein Antibiotika-
resistenz-vermittelndes Gen, so konnte der gewünschte Zelltyp nach Differenzierung 
in vitro durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums auf einfache Weise 
selektiert werden (Klug et al., 1996; Li et al., 1998; Marchetti et al., 2002). 
Die Integration von Genen unter der Kontrolle zelltypspezifischer Promotoren, die für 
Zelloberflächenrezeptoren oder fluoreszierende Proteine kodieren, ermöglicht die 
Isolierung von Zellen aus komplexen Zellpopulationen durch magnetische oder 
fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (zur Übersicht Hadjantonakis und Nagy, 2000). 
 
2.3.3 Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro 
Bei der Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro wird zwischen zwei 
verschiedenen Verfahren unterschieden. Bei der gerichteten Differenzierung wird die 
gesamte Zellpopulation in Richtung eines bestimmten Zelltyps dirigiert. Es wurde 
gezeigt, daß sich die Richtung durch die Wahl definierter Zellkulturmedien 
beziehungsweise die Zugabe entsprechender Faktoren zu verschiedenen Zeit-
punkten der Differenzierung beeinflussen lässt (Schuldiner et al., 2000). Hingegen 
beruht die Lineage-Selektion auf einer ungerichteten, spontanen Differenzierung. Die 
gewünschte Population wird mit Hilfe zelltypspezifisch-exprimierter Proteine isoliert. 
Der Vorteil der Lineage-Selektion liegt insbesondere in der Anreicherung schwach- 
repräsentierter Zelltypen. Häufig werden beide Methoden kombiniert angewandt. 
Embryonale Stammzellen schließen sich in Suspension zu Aggregaten, den 
Embryoid Bodies, zusammen. Innerhalb weniger Tage bilden diese neben einer 
äußeren endodermalen Zellschicht, die von einer Basallamina umgeben ist, eine 
innere Schicht aus Zellen ektodermalen und mesodermalen Ursprungs. Im 
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Anschluss entwickeln sich diese Zellaggregate zu zystischen Embryoid Bodies, die 
unter anderem durch Strukturen wie Microvilli charakterisiert werden. Auf Zellkultur-
schalen wachsen aus Embryoid Bodies Zellen endodermaler, ektodermaler und 
mesenchymaler Herkunft.  
Auf diese Weise konnten Muskelzellen (Rohwedel et al., 1994), vaskuläre, glatte 
Muskelzellen (Drab et al., 1997), Kardiomyocyten (Wobus et al., 1991), neuronale 
Zellen mit funktionellen, synaptischen Verbindungen (Bain et al., 1995; Rohwedel et 
al., 1998; Strubing et al., 1995), Gliazellen (Brüstle et al., 1999; Fraichard et al., 
1995; Liu et al., 2000), Adipozyten  (Dani et al., 1997), Chondrozyten (Kramer et al., 
2000), Keratinozyten (Coraux et al., 2003), Endothelzellen (Risau et al., 1988; Vittet 
et al., 1996) und hämatopoetische Zellen (Keller et al., 1993; Nakano et al., 1994; 
Wiles und Keller, 1991) charakterisiert werden. 
 
2.3.4 Neuronale Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro 
In experimentellen Ansätzen zur Gewinnung neuronaler Vorläuferzellen aus 
embryonalen Stammzellen wird die Differenzierung in serumfreien Medien mit einer 
definierten Zusammensetzung induziert. 
Ähnlich einer Primärkultur konnten diese neuronalen Vorläuferzellen in Gegenwart 
des Wachstumsfaktors FGF-2 expandiert werden und differenzierten sowohl in vitro 
nach Entzug des Faktors als auch in vivo nach Injektion und Inkorporation in 
unterschiedliche Areale des Gehirns zu Astrozyten, Oligodendrozyten und Neuronen 
(Billon et al., 2002; Okabe et al., 1996). Ferner gelang die Differenzierung zu 
spezialisierten Zellen, beispielsweise zu serotonergen und dopaminergen Neuronen 
sowie zu Motoneuronen (Kim et al., 2002; Lee et al., 2000; Wichterle et al., 2002). 
Die Kultivierung in Gegenwart von Stromazellen, zum Beispiel aus dem Knochen-
mark, erhöhte die Effizienz der Differenzierung (Barberi et al., 2003). 
 
2.4 Die Entwicklung des zentralen Nervensystems 
Die Neuronen des zentralen Nervensystems, ZNS, der Vertebraten gehen 
aus neuroektodermalen Zellen des Epithels des Neuralrohrs hervor. Die Entstehung 
des ZNS beginnt während der Gastrulation mit der Induktion des Neuroektoderms 
und der Bildung der Neuralplatte. Die lateralen Bereiche der Neuralplatte falten sich 
und bilden entlang der Mittellinie eine Furche. Die Neuralwulste verschmelzen zum 
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Neuralrohr. Das Neuralrohr wird anschließend vom Oberflächenektoderm 
umschlossen. Die neurale Induktion wird aufgrund einer vom dorsalen Mesoderm 
ausgehenden Inhibition des bone morphogenic protein-, BMP-, Signalwegs 
eingeleitet. Dadurch sind Bedingungen für die Umwandlung des Ektoderms zum 
Neuroektoderm gegeben. Der BMP-vermittelte Signalweg verhindert, daß sich aus 
dem Ektoderm selbständig das Neuroektoderm bildet (zur Übersicht Muñoz-Sanjuán 
und Brivanlou, 2002). 
Zunächst setzt sich das Neuroektoderm aus Epithelzellen zusammen, die apikal mit 
dem Lumen des Neuralrohrs und basal mit der Lamina in Kontakt stehen. Es wurde 
gezeigt, daß diese Zellen direkte Vorläuferzellen der Neuronen sind und durch die 
Expression von Nestin charakterisiert werden (Lendahl et al., 1990). Sie bilden die 
innere Zellschicht des Neuralrohrs und stellen die ventrikuläre Zone, VZ, dar, die sich 
während der Neurogenese von den basal entstehenden neuronalen Schichten 
absetzt und die primäre proliferative Zone im Neuroepithel repräsentiert. 
Neuronen migrieren in basaler Richtung hauptsächlich radial aus der ventrikulären 
Zone und bilden apikal zur Basallamina neuronale Schichten. Durch die radiale 
Ausdehnung verlieren Neuroepithelzellen mit Ausnahme der radialen Gliazellen den 
Kontakt zur Basallamina. Es wurde beobachtet, daß im Neocortex nacheinander 
entstandene Neuronen eines identischen Areals auf gleichen Wegen migrieren und 
radiale Säulen ontogenetisch verwandter Zellgruppen bilden (Noctor et al., 2001). 
Zusätzlich entwickelt sich die subventrikuläre Zone, SVZ, basal zur ventrikulären 
Zone und apikal zu den neuronalen Schichten und stellt die sekundäre proliferative 
Zone im Neuroepithel dar (Noctor et al., 2004).  
Die Neuroepithelzellen entwickeln sich zum Ende der Neurogenese zu Ependym-
zellen, die als einzellige Schicht die ventrikuläre Oberfläche im ZNS bilden. Daher 
wurde postuliert, daß Zellen der subventrikulären Zone ebenso wie embryonale 
Neuroepithelzellen neuronale Stammzellen sind (Johansson et al., 1999). 
 
2.4.1 Die Neurogenese im adulten Organismus 
Nach gegenwärtigem Verständnis findet in Säugetieren die Neubildung von 
Nervenzellen in zwei Regionen des adulten Gehirns während der gesamten Lebens-
spanne statt. Die aus diesem Vorgang entstehenden Zellen reifen zu funktionellen 
Neuronen. Die Neurogenese wurde im Gyrus dentatus des Hippocampus und in der 
subventrikulären Zone nachgewiesen (Carleton et al., 2003; van Praag et al., 2002). 
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Darüberhinaus wurde die Neubildung von Nervenzellen mit weiteren Regionen, zum 
Beispiel dem cerebralen Cortex sowie der Substantia Nigra, in Verbindung gebracht 
(Gould et al., 1999b; Zhao et al., 2003). 
Aus der subventrikulären Zone migrieren die neugebildeten, proliferierenden Zellen 
über den Rostral Migratory Stream, RMS, zum Bulbus olfactorius. Es wurde gezeigt, 
daß die Migration dieser neuronalen Vorläuferzellen entlang tubulärer Zellstrukturen 
erfolgt, die von Astrozyten gebildet werden (Lois et al., 1996). Im Hippocampus teilen 
sich die Vorläuferzellen zwischen dem Hilus und der Granulärzellschicht, GCL, des 
Gyrus dentatus. Sie migrieren in die GCL und reifen dort zu Neuronen. Experimentell 
wurde die Neubildung von Zellen im Hippocampus der Ratte durch den Einbau von 
Bromdesoxyuridin, BrdU, auf etwa 1x104 Zellen pro Tag bestimmt (Cameron und 
McKay, 2001). Demgegenüber wird die Gesamtzahl der Körnerzellen im Gyrus 
dentatus auf etwa 1-2x106 geschätzt. 
Die Neurogenese wird in vivo von zahlreichen Faktoren reguliert. Die Haltung von 
Mäusen in einer reizreichen Umgebung sowie physische Aktivität führte zu einer 
verstärkten Neubildung von Nervenzellen im Gyrus dentatus (Kempermann et al., 
1997; van Praag et al., 1999). Insbesondere für die durch körperliche Aktivität 
hervorgerufene Neurogenese war die Verfügbarkeit des Wachstumsfaktors VEGF 
notwendig (Fabel et al., 2003). Ferner waren Lernvorgänge mit einer Steigerung der 
Neurogenese im Hippocampus verbunden (Gould et al., 1999a). Umgekehrt 
verminderte die Blockade der Neurogenese den Lernerfolg (Shors et al., 2001). 
Die Bedeutung der Neurogenese für die Entwicklung spezialisierter Strukturen im 
Gehirn wird durch die Neubildung von Nervenzellen im Gesangszentrum der 
Kanarienvögel unterstrichen. Hier wurde gezeigt, daß Hormone und Wachstums-
faktoren an der Regulation der Neurogenese beteiligt sind (Louissaint et al., 2002). 
 
 
Abbildung 2 Darstellung der Regionen adulter Neurogenese 
A, Längs- und Querschnitt durch das adulte Gehirn der Maus. Bulbus olfactorius, 
BO; Gyrus dentatus, GD; Rostraler Migratory Stream, RMS; subventrikuläre Zone, 
SVZ; Cortex, Cx; Ependymzellen, E; lateraler Ventrikel, LV. B, Schematische 
Darstellung der einzelnen Schritte bei der Neubildung von Nervenzellen (a). 
Proliferation in der Subgranulären Zone, SGZ, zwischen Hilus und Granulär-
zellschicht, GCL, Migration neugebildeter Zellen in der GCL, Differenzierung zu 
Nervenzellen und Integration (zur Übersicht Lie et al., 2004), Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahme GFAP-exprimierender Zellen (grün) im Gyrus dentatus 
(b). Die Zellen der SGZ exprimieren NeuN (rot). 
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Androgene Steroide erhöhten die Ausprägung des VEGF-Rezeptor 2 und seines 
Liganden VEGF in Endothelzellen. Die Zunahme der Expression war mit der 
Proliferation der Zellen und Ausschüttung des Brain Derived Neurotrophic Factor, 
BDNF, verbunden. In unabhängigen Studien wurde bewiesen, daß der neurotrophe 
Faktor BDNF dem programmierten Zelltod neugebildeter Nervenzellen entgegenwirkt 
und an der Chemotaxis neuronaler Vorläuferzellen beteiligt ist (Behar et al., 1997; 
Rasika et al., 1999). Ferner wurde nach Infusion der Wachstumsfaktoren VEGF, 
BDNF oder des Insulin-like growth factor-1, IGF-1, in die Ventrikel des adulten 
Gehirns eine deutliche Zunahme der Anzahl neugebildeter Neuronen im Gyrus 
dentatus oder der subventrikulären Zone beobachtet (Åberg et al., 2000; Jin et al., 
2002; Zigova et al., 1998).  
Die Primärkulturen von Zellen des Hippocampus adulter Mäuse oder Ratten konnten 
mit Wachstumsfaktoren expandiert und nach Entzug von FGF-2 differenziert werden 
(Åberg et al., 2003; Palmer et al., 1999). Neben FGF-2 war sowohl VEGF als auch 
der VEGF-Rezeptor 2, an der Chemotaxis kultivierter, neuronaler Vorläuferzellen aus 
der subventrikulären Zone der Ratte in vitro beteiligt (Zhang et al., 2003a). Ferner 
wurde eine Zunahme der Proliferation neuronaler Stammzellen des cerebralen 
Cortex, isoliert an Tag E10.5 der Embryonalentwicklung, in Gegenwart von Endothel-
zellen festgestellt (Shen et al., 2004). Die Fortsetzung der Kultivierung ohne 
Endothelzellen war mit der neuronalen Differenzierung der Stammzellen in vitro 
verbunden. Daher wurde im Gegensatz zur instruktiven Rolle der Endothelzellen im 
Rahmen der Entwicklung von Hepatozyten oder Inselzellen des Pankreas eine 
permissive Rolle für die neuronale Differenzierung postuliert (Lammert et al., 2001; 
Matsumoto et al., 2001). Darüberhinaus wird die Abhängigkeit der Neubildung von 
Nervenzellen durch ein Gleichgewicht zentraler und aus der Peripherie stammender 
Signalmoleküle wie FGF-2 oder VEGF diskutiert. Diese wirken sowohl als 
neurotrophe wie auch als angiogene Faktoren. Neben einem Modell, das die 
Stimulation durch gemeinsame Mitogene postuliert, wurden kooperative Inter-
aktionen verschiedener Zelltypen und Signalwege, beispielsweise ein positiver 
feedback loop Mechanismus, an dem sowohl FGF-2 als auch VEGF beteiligt sind, 
diskutiert (Zhang et al., 2003a). 
Auch der Zusammenhang zwischen Neurogenese und Reparaturmechanismen ist 
von großem Interesse. Nach Schädigungen des Gehirns im Rahmen ischämischer 
Erkrankungen, eines epileptischen Anfalls oder selektiver Läsion des Cortex wurde 
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eine Zunahme der Neurogenese beobachtet (Jin et al., 2001; Magavi et al., 2000; 
Parent et al., 1997). Im Rahmen eines experimentell induzierten Schlaganfalls 
stimulierte VEGF nach einer verzögerten Infusion die Neurogenese und war mit einer 
reduzierten Größe des Infarktareals verbunden (Sun et al., 2003). 
 
2.4.2 Die Bedeutung des VEGF-vermittelten Signalwegs für die Entwicklung 
des Nervensystems 
Die Rolle des Wachstumsfaktors VEGF ist nicht nur auf die Regulation der 
Blutgefäßentwicklung beschränkt. Die Expression von VEGF und VEGF-Rezeptor 2 
wurde in Primärkulturen dorsaler Wurzelganglien und oberer Zervikalganglien der 
adulten Maus nachgewiesen (Sondell et al., 1999; Sondell et al., 2000). Ferner 
wurde die Expression der VEGF-Rezeptoren 1 und 2 in neuronalen Vorläuferzellen 
der Retina beobachtet (Robinson et al., 2001; Yang und Cepko, 1996). 
Eine Analyse der Expression von VEGF in Nervenzellen während der Entwicklung 
des Cortex zeigte, daß sie zunächst auf die äußeren Schichten beschränkt ist und 
sich während der postnatalen Entwicklung auf die inneren Schichten verteilt 
(Ogunshola et al., 2000). Schließlich exprimierten Gliazellen VEGF und stabilisierten 
reife Blutgefäße während die Expression in neuronalen Zellen ein basales Niveau 
erreichte. 
Die Stimulation des VEGF-vermittelten Signalwegs förderte das axonale Wachstum 
von Nervenzellen des Cortex in vitro (Khaibullina et al., 2004; Rosenstein et al., 
2003). In Primärkulturen neuronaler Zellen des Cortex oder des Hippocampus wirkte 
VEGF dem programmierten Zelltod, ausgelöst durch Serumentzug, exzitatorisch-
toxischen Schädigungen oder Ischämie entgegen (Jin et al., 2000a; Jin et al., 2000b; 
Matsuzaki et al., 2001; Svensson et al., 2002). Überdies unterstützte VEGF die 
Regeneration peripherer Nerven (Hobson et al., 2000; Schratzberger et al., 2000). Es 
wurde daher angenommen, daß VEGF ein neurotropher Faktor ist, der einen 
direkten Einfluss auf neuronale Vorläuferzellen und Neuronen ausübt.  
Die verminderte Expression von VEGF führt zu einer geringeren Perfusion des 
neuronalen Gewebes. Im Mausmodell war die Deletion des Hypoxia Response 
Elements im Promotor des vegf-Gens mit dem Zelltod von Motoneuronen verbunden 
(Oosthuyse et al., 2001). Die entsprechende Konsensussequenz ermöglicht die 
Bindung des Transkriptionsfaktors HIF1 und reguliert die Expression von VEGF 
beispielsweise gegenüber Hypoxie (zur Übersicht Pugh und Ratcliffe, 2003). 
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Insbesondere Motoneuronen sind gegenüber der Bildung von Sauerstoffradikalen im 
Rahmen ischämischer Erkrankungen oder infolge zunehmenden Alters des 
Organismus empfindlich. Die Expression des VEGF-Rezeptor 2 und Neuropilin-1 
sowie die Stimulation des VEGF-vermittelten Signalwegs in Motoneuronen wirkt der 
Apoptose entgegen. Aus diesem Grund wurde der Zusammenhang zwischen 
neuronaler Perfusion und dem Auftreten neurodegenerativer Erkrankungen diskutiert 
(zur Übersicht Storkebaum und Carmeliet, 2004). 
 
2.4.3 Die „vaskuläre Nische“ 
Die Regulation der Differenzierung von Stammzellen wird durch zwei 
verschiedene Modelle beschrieben. Zum einen besteht in Stammzellen ein labiles 
Gleichgewicht sich gegenseitig ausschließender Expressionsmuster. Stochastische 
Verschiebungen des Gleichgewichts führen zur ausschließlichen Expression solcher 
Gene, die für die Zellinie als Resultat der Differenzierung spezifisch sind. Zum 
anderen ist die Differenzierung das Ergebnis einer extrinsischen Regulation. Sowohl 
extrazelluläre Faktoren als auch Rezeptoren in der Membran umgebender Zellen, 
der „Nische“, bestimmen das Schicksal der Stammzellen.  
Der Begriff „Vaskuläre Nische“ bezieht sich auf die unmittelbare Nachbarschaft 
neuronaler Vorläuferzellen zu Blutgefäßen. Es wurde gezeigt, daß Aggregate 
proliferierender Zellen in der subgranulären Zone des Hippocampus aus neuronalen 
Vorläufer- und Gliazellen und zu etwa einem Drittel aus Endothelzellen bestehen 
(Palmer et al., 2000). Diese Zellaggregate sind insbesondere in der Nähe von 
Gefäßverzweigungen zu finden. Die Eigenschaften neuronaler Vorläuferzellen sind 
daher direkt durch Faktoren aus der Peripherie über das Gefäßsystem oder 
ausgehend von proliferierenden Endothelzellen möglich. Alternativ wurde die 
Stimulation der Signalwege in neuronalen Vorläuferzellen und Endothelzellen durch 
Faktoren des ZNS diskutiert. 
Tatsächlich wurde in Primärkulturen neuronaler Vorläuferzellen des Hippocampus 
und der subventrikulären Zone sowohl VEGF als auch der VEGF-Rezeptor 2 
exprimiert (Jin et al., 2002; Maurer et al., 2003). VEGF unterstützte dosisabhängig 
die Proliferation kultivierter, neuronaler Vorläuferzellen des Cortex (Zhu et al., 2003). 
Die Stimulation wurde durch Mitglieder der Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren 
vermittelt. 
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2.5 Zielsetzung 
Aggregate proliferierender Zellen befinden sich im Gyrus dentatus des 
Hippocampus. Diese Zellaggregate liegen in unmittelbarer Nachbarschaft zu 
Blutgefäßen. Etwa ein Drittel der Zellen exprimieren Proteine, die für Endothelzellen 
charakteristisch sind. Essentielle Wachstumsfaktoren für die Proliferation von 
Endothelzellen beeinflussen auch die Neurogenese. Daher wird angenommen, daß 
Endothelzellen für die Neubildung von Nervenzellen eine bedeutende Rolle spielen. 
Der VEGF-Rezeptor 2, Flk-1, und sein Ligand VEGF sind für die Vaskulogenese 
essentiell. Im Rahmen dieser Arbeit wird die Rolle des Rezeptors Flk-1 während der 
neuronalen Differenzierung untersucht. 
Embryonale Stammzellen der Maus mit entsprechender Inaktivierung des flk-1-Gens 
werden in vitro neben Stammzellen des Wildtyps zu Nervenzellen differenziert. Die 
Vorgehensweise soll im Rahmen der zunächst ungerichteten Differenzierung auch 
die Gewinnung von Endothelzellen gewährleisten. Da es sich nicht um eine 
konditionale Inaktivierung des flk-1 Gens handelt, kann einschränkend zwischen 
Phänotypen, die sich unmittelbar aus der VEGF-vermittelten Signaltransduktion über 
den Rezeptor Flk-1 und solchen die sich aus Defekten während der Vaskulogenese 
ergeben, nicht unterschieden werden. Mit Hilfe der subtraktiven Hybridisierung in 
Verbindung mit der PCR werden diejenigen Gene identifiziert, die den jeweiligen 
Populationen differenzierter Zellen entsprechen. Die Validierung solcher Gene, die 
Bestandteil des VEGF-Rezeptor 2 vermittelten Signalwegs sind, wird in vitro nach 
heterologer Expression in Flk-1-exprimierenden Zellinien durchgeführt.  
Darüberhinaus liegt ein Mausmodell vor, das die konditionale Inaktivierung von flk-1 
durch Expression der Rekombinase Cre unter der Kontrolle des nestin-Promotors 
erlaubt. Diese Inaktivierung ist nicht lethal und erlaubt daher die Validierung 
differentiell exprimierter Gene im Kontext der adulten Neurogenese in vivo. 
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3 Materialien 
3.1 Geräte 
Tischzentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg 
Kühlzentrifuge Biofuge Fresco  Kendro, Langenselbold 
Kühlzentrifuge 4K10   Sigma Laborzentrifugen, Osterode 
Netzgerät Modell E434   Consort über Itf Labortechnik, Wasserburg 
Schüttler Vortex Genie 2  Bender und Hobein AG, Zürich, CH 
Schüttler IKA MTS2   IKA-Analysentechnik, Staufen 
Schüttler Rocky    Uniequip Laborgerätebau, München 
Heizblock Thermostat 5320  Eppendorf, Hamburg 
Laborwaage MC1 Laboratory LC4800P Sartorius, Göttingen 
Feinwaage MC1 Research RC210D Sartorius, Göttingen 
Autoklav Varioklav Typ 300  H+P Labortechnik, Oberschleißheim 
Heizrührer Ikamag RCT  IKA-Analysentechnik, Staufen 
pH-Meßgerät 192   WTW, Weilheim 
Pipetten    ABIMED, Langenfeld; Eppendorf, Hamburg 
Filmentwickler M35 X-OMAT  Kodak, Stuttgart 
UV-Lichttisch    Bachofer, Reutlingen 
Video-Bildbearbeitungssystem  Appligene, Heidelberg 
 
3.2 Verbrauchsmaterialien 
Reaktionsgefäße, 0.2-2.0ml  Eppendorf, Hamburg 
Zentrifugengefäße, 14ml  Greiner, Frickenhausen 
Zentrifugengefäße, 15ml, 50ml  Becton Dickinson, Heidelberg 
Pipettenspitzen    Greiner, Frickenhausen; Eppendorf Hamburg 
Sterilfilter    Schleicher & Schuell, Dassel; 
Millipore, Schwalbach 
Einwegspritzen    B. Braun, Melsungen 
Kanülen    B. Braun, Melsungen 
 
Für die eukaryotische Zellkultur wurden Plastikwaren der Hersteller Becton 
Dickinson (Heidelberg), Corning (über VWR International, Darmstadt), Greiner 
(Frickenhausen) und Nunclon (Wiesbaden) verwendet. 
 
3.3 Chemikalien und Reagenzien 
3.3.1 Allgemeine Chemikalien 
Alle handelsüblichen Chemikalien in Analysequalität wurden, wenn nicht 
anders angegeben, von den Firmen Fluka (über Sigma-Aldrich, Taufkirchen), Sigma-
Aldrich (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt) bezogen. 
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3.3.2 Radiochemikalien 
Redivue [-32P]dCTP; 3000Ci/mmol, 10mCi/ml in wässriger Lösung wurde 
von Amersham Biosciences (Freiburg) bezogen. 
 
3.3.3 Molekularbiologische Reagenzien 
Restriktionsendonukleasen und modifizierende Enzyme wurden von den 
Firmen Clontech (über Becton Dickinson, Heidelberg), Invitrogen (Karlsruhe), MBI-
Fermentas (St. Leon-Rot) New England BioLabs (Frankfurt) sowie Promega 
(Mannheim) bezogen. 
 
3.3.4 Reagenzien für die eukaryotische Zellkultur 
Eukaryotische Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, in DMEM mit 
4,5g/l Glukose (Invitrogen, Karlsruhe), 10% fötales Kälberserum (PAN Systems, 
Aidenbach), 2mM Glutamin sowie 1mM Pyruvat (PAA Laboratories, Cölbe) und 
100U/ml Penicillin, 100μg/ml Streptomycin (BioWhittacker, Verviers, B) kultiviert. 
 
3.3.5 Größenstandards der Proteinchemie 
Prestained Protein Marker,  Die Banden entsprechen 175kDa, 83kDa 
(New England BioLabs, Frankfurt) 62kDa, 47.5kDa, 32.5kDa, 25kDa, 16.5kDa, 
6.5kDa. 
Prestained SDS-PAGE Standard, Die Banden entsprechen 97.4kDa, 66.2kDa, 
(Bio-Rad, München)   45kDa, 31kDa, 21.5kDa, 14.4kDa. 
 
3.4 Organismen 
3.4.1 Bakterienstämme 
Die Kultivierung von Bakterien wurde zur Amplifikation rekombinanter DNA 
eingesetzt. Zur Anwendung kamen folgende Bakterienstämme. 
 
DH5  F´, endA1, recA1, hsdR17 (rk-, mk+), supE44, 
thi-1, gyrA96, 80lacZM15 
One Shot®INVF   F´, endA1, recA1, hsdR17 (rk-, mk+), supE44, 
(Invitrogen, Karlsruhe)  thi-1, gyrA96, relA1, 80lacZM15, 
(lacZYA-argF)U169 - 
XL1-Blue  endA1, recA1, hsdR17 (rk
-, mk
+), supE44, thi-
1, gyrA96, relA1 [F´ proAB lacIqZM15 Tn10 
(Tetr) 
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3.4.2 Eukaryotische Zellinien 
 Bei der Zellinie NIH/3T3 handelt es sich um adhärent wachsende, 
embryonale Fibroblasten der Maus. Die stabile Expression des Rezeptors VEGFR-2, 
Flk-1, in den Zellen ermöglichte Untersuchungen des VEGF-vermittelten Signalwegs 
(Takahashi und Shibuya, 1997). Adhärent wachsende 293 Zellen sind humane, 
embryonale Nierenepithelzellen. Die Etablierung erfolgte nach Transformation durch 
DNA-Fragmente des viralen Genoms aus Adenovirus Typ 5 (Graham et al., 1977). 
Zur Etablierung der Zellinie R1 wurden embryonale Stammzellen aus der inneren 
Zellmasse von 129Sv x C57BL/6-Blastozysten der Maus isoliert (Nagy et al., 1993). 
In den embryonalen Stammzellen flk-1wt/lacZ und flk-1lacZ/lacZ liegen nach Insertion des 
prokaryotischen lacZ-Gens anstelle des ersten Exons durch sequenzspezifische 
Rekombination ein beziehungsweise beide flk-1-Allele inaktiviert vor (Shalaby et al., 
1995). Die Vorgehensweise führt zur Expression von lacZ unter der Kontrolle der 
endogenen, regulatorischen Sequenzen des flk-1-Locus. In embryonalen Stamm-
zellen vegf-/- wurden beide Allele des vegf-Gens inaktiviert (Carmeliet et al., 1996). 
Die Stromazellinien OP9 und PA6 unterstützen die gerichtete Differenzierung 
embryonaler Stammzellen in vitro (Hirashima et al., 1999; Kawasaki et al., 2000). 
 
3.4.3 Versuchstiere 
Die Mauslinie DR4 ermöglichte die Etablierung einer Primärkultur 
embryonaler Fibroblasten. Diese waren für die Kultivierung muriner, embryonaler 
Stammzellen essentiell. Die Zellen dieser Mauslinie waren nach Insertion des 
Puromycin-, und Neomycin-Gens in den Dnmt-Locus gegenüber der Selektion mit 
den betreffenden Antibiotika resistent (Tucker et al., 1997). Die Mäuse wurden 
freundlicherweise von Frau Dr. Plück-Becklas (Institut für Genetik, Universität zu 
Köln) zur Verfügung gestellt. Zur gezielten, konditionalen Inaktivierung des flk-1-
Gens wurden loxP-Erkennungssequenzen der Rekombinase Cre durch homologe 
Rekombination 5´- und 3´- des ersten Exons eingefügt (Haigh et al., 2003). In 
homozygoten Mäusen wurde nach Verpaarung mit Mäusen, die die Rekombinase 
Cre unter der Kontrolle des nestin-Promotors exprimieren, das DNA-Fragment 
zwischen den loxP-Sequenzen, räumlich und zeitlich begrenzt, deletiert. Die Maus-
linien flk-1fl/fl, flk-1fl/fl nestin-Cre und flk-1fl/lacZ nestin-Cre wurden freundlicherweise 
von Herrn Prof. Wagner (IMP, Wien) zur Verfügung gestellt. 
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3.5 Antikörper 
3.5.1 Primärantikörper, monoklonal 
Antigen Spezies Isotyp Hybridom Referenz, Hersteller IHC, IF WB 
 Vimentin m IgM Vim 13.2 Sigma 1:200 1:500 
 NeuN m IgG1  Chemicon 1:100 - 
 Tubulin, III m IgG1 TU-20 Chemicon 1:200 - 
 GFAP m IgG1  Chemicon, 1:200 1:1000 
 MAP2 ab m IgG1 AP-20 Sigma 1:200 - 
 Nestin r IgG1 Rat 401 Chemicon 1:200 - 
 E-Cadherin r IgG2A ECCD-2 R&D Systems 1:100 - 
 Neurofilament 160 m IgG1 NN18 Sigma 1:100 - 
 pp44/42 MAP Kinase m IgG1 E10 Cell Signaling - 1:1000 
 PECAM-1, CD31 r IgG2A MEC 13.3 (Vecchi et al., 1994) 1:5 - 
 VEGFR-2, Flk-1 r IgG2A 1211 (Kataoka et al., 1997) 1:5 - 
 VE-Cadherin, CD144 r IgG2A 11D4.1 Becton Dickinson 1:200 - 
 FLAG m IgG1 M2 Sigma - 1:2000 
 
3.5.2 Primärantikörper, polyklonal 
Antigen Spezies   Hersteller ICH, IF WB 
 GAP-43 rab   Chemikon 1:200 - 
 PEA-15 gt   Santa Cruz 1:100 1:1000 
 Lamin A rab   Cell Signaling  1:1000 
 pAkt S473 rab   Cell Signaling  1:1000 
 pAkt T308 rab   Cell Signaling  1:1000 
 Akt rab   Cell Signaling  1:1000 
 p44/42 MAP Kinase rab   Cell Signaling  1:1000 
 GFP rab   AbCam  1:1000 
Pathscan® Multiplex I rab   Cell Signaling  1:500 
 
3.5.3 Sekundäre Antikörper 
Antigen Spezies  Konjugat Hersteller IHC, IF WB 
 rabbit IgG, (H+L) gt  Alexa 594 Molecular Probes 1:1000 - 
 mouse, IgM μ gt  Alexa 488 Molecular Probes  1:1000 - 
 rat IgG, (H+L) gt  Alexa 594 Molecular Probes 1:1000 - 
 mouse IgG, (H+L) gt  Alexa 488 Molecular Probes 1:1000 - 
 rabbit IgG, (H+L) rab  Alexa 594 Molecular Probes 1:1000 - 
 mouse, (H+L) gt  HRP Jackson ImmunoResearch - 1:5000 
 rabbit, (H+L) gt  HRP Jackson ImmunoResearch - 1:5000 
 goat, (H+L) rab  HRP Jackson ImmunoResearch - 1:5000 
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3.6 Nukleinsäuren 
3.6.1 Größenstandards 
1 kb DNA Leiter   Die Banden entsprechen 75, 134, 154, 201, 
(Invitrogen, Karlsruhe)  220, 298, 344, 396, 506, 1018, 1636, 2036, 
3054, 4072, 5090, 6108, 7126, 8144, 9162, 
10180, 11198 und 12216 Basenpaaren. 
RNA Marker    Die Banden entsprechen 240, 1350, 2370, 
(Invitrogen, Karlsruhe)   4400, 7450 und 9490 Nukleotiden. 
 
3.6.2 Oligonukleotide 
Die Oligonukleotide und siRNAs wurden von MWG Biotech (Ebersberg) bezogen. 
 
3.6.2.1 Small inhibitory RNA, siRNA 
 VEGFCOM, A 5´-AAGCUACUGCCGUCCAAUUGA-3´ 
 VEGFMV   , B 5´-AACGAUGAAGCCCUGGAGUGC-3´ 
 
 Die siRNAs ermöglichten RNA-Interferenzexperimente und sind gegen die  
murinen VEGF-Transkripte gerichtet (Reich et al., 2003; Zhang et al., 2003b). 
 
3.6.2.2 Oligonukleotide für die Genotypisierung 
Name & Orientierung Sequenz 
flk-1 pe (sense) 
eGFP (antisense) 
5´-AGTCTGTGCCTGAGAACTGG-3´ 
5´-GTAGTTGTACTCCAGCTTGTGC-3´ 
Cre 
(sense) + (antisense) 
5´-GCCTGCATTACCGGTCGATGCAACGA-3´ 
5´-GTGGCAGATGGCGCGGCAACACCATT-3´ 
flk-1loxP5´ 
(sense) + (antisense) 
5´-GCCTGCAGGTTCTGGTTTG-3´ 
5´-GCTGTGACATCTGGGTAGAG-3´ 
flk-1loxP3´ 
(sense) + (antisense) 
5´-GTGTTCTTTCACTTACCAATGG-3´ 
5´-GTGACGGCTCCGCAGGAC-3´ 
lacZ 
(sense) + (antisense) 
5´-CCGTCACGAGCATCATCCTC-3´ 
5´-GACGAAACGCCTGCCAGTATTTAG-3´ 
 
Die Oligonukleotide flk-1 pe und eGFP dienten der Charakterisierung 
embryonaler Stammzellen der Maus, die das Protein eGFP unter der Kontrolle 
regulatorischer Sequenzen des flk-1-Gens exprimieren (Hirai et al., 2003). Alle 
übrigen Oligonukleotide ermöglichten die Bestimmung des Genotyp der Mäuse, bei 
denen das flk-1-Gen zelltypspezifisch durch Expression der Rekombinase Cre unter 
der Kontrolle des nestin-Promotors inaktiviert wurde (Haigh et al., 2003). 
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3.6.2.3 Oligonukleotide für die subtraktive Hybridisierung 
Name & Orientierung Sequenz 
Adaptor 1 
(sense) + (antisense) 
5´-CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3´  
5´-ACCTGCCCGG-3´ 
Adaptor 2R 
(sense) + (antisense) 
5´-CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3´ 
5´-ACCTCGGCCG-3´ 
PCR primer 1 5´-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3´ 
Nested PCR primer 1 
(sense) 
5´-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3´ 
Nested PCR primer 2R 
(antisense) 
5´-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3´ 
 
3.6.2.4 Oligonukleotide für die Klonierung von cDNAs und 
Expressionsvektoren 
 
Name & Orientierung Sequenz 
PEA-15 wt 
(sense) + (antisense) 
5´-AGGCGTCATGGCAGAGTACGGAACTCTC-3´ 
5´-CTTGTTCAGGCCTTCTTTGGTGGGGGAG-3´ 
PEA-15 DED 
(sense) 
5´-TGGCGACCATGTACAGAACCCGTGTGCTGAAG-3´ 
PEA-15 D74A 
(sense) + (antisense) 
5´-GATATCTCGCCGTCCTGCCCTCCTCACTATGGTGG-3´ 
5´-CCACCATAGTGAGGAGGGCAGGACGGCGAGATATC-3´ 
PEA-15 S104A 
(sense) + (antisense) 
5´-GCTAACCCGTATTCCCGCTGCCAAGAAGTACAAAG-3´ 
5´-CTTTGTACTTCTTGGCAGCGGGAATACGGGTTAGC-3 
PEA-15 S116A 
(sense) + (antisense) 
5´-CATTATCCGGCAGCCCGCTGAAGAAGAAATCATCA-3´ 
5´-TGATGATTTCTTCTTCAGCGGGCTGCCGGATAATG-3 
PEA-15 FLAG 
(sense) 
5´-AGGCAAGCTTGCAGAGTACGGAACTCTC-3´ 
PEA-15 GFP 
(sense) 
5´-AGGCGGATCCGCAGAGTACGGAACTCTC-3´ 
PEA-15 GAL4 
(sense) 
5´-ACTATGGGATCCGACTACAGAACCCGTGTG-3´ 
PEA-15 STOP 
(antisense) 
5´-GGCCTTCTTTGGTGGGGGAGCCAATTTG-3´ 
 
Bei den hervorgehobenen Nukleotiden handelt es sich um Punktmutationen, 
die in die veröffentlichte Nukleotidsequenz des pea-15-Gens eingeführt wurden 
(Estellés et al., 1996). Die Mutationen ermöglichten die Expression von PEA-15 als 
Fusionsprotein, beispielsweise mit eGFP am Aminoterminus, oder als Deletions-
mutante mit fehlender Death Effector Domain, DED. Die unterstrichenen Nukleotide 
stellen Erkennungssequenzen für Restriktionsendonukleasen dar. 
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3.6.2.5 Oligonukleotide für die RT-PCR 
Name & Orientierung Sequenz 
Nestin 
(sense) + (antisense) 
5´-GGAGTGTCGCTTAGAGGTGC-3´ 
5´-TCCAGAAAGCCAAGAGAAGC-3´ 
Otx1 
(sense) + (antisense) 
5´-ACTTCGCAGTGGGAGCCCTGAA-3´ 
5´-GCGGCGGTTCTTGAACCAAA-3´ 
Otx2 
(sense) + (antisense) 
5´-CCATGACCTATACTCAGGCTTCAGG-3´ 
5´-GAAGCTCCATATCCCTGGGTGGAAAG-3´ 
Pax2 
(sense) + (antisense) 
5´-CCAAAGTGGTGGACAAGATTGCC-3´ 
5´-GGGATAGGAAGGACGCTCAAAGAC-3´ 
Pax5 
(sense) + (antisense) 
5´-CAGATGTAGTCCGCCAAAGGATAG-3´ 
5´-ATGCCACTGATGGAGTATGAGGAGCC-3´ 
Wnt1 
(sense) + (antisense) 
5´-ACCTGTTGACGGATTCCAAG-3´ 
5´-TCATGAGGAAGCGTAGGTCC-3´ 
Dlx5 
(sense) + (antisense) 
5´-ACAGAGAAGGTTTCAGAAGAC-3´ 
5´-CTGAGCAAGAGAAAGTAGCCC-3´ 
Emx1 
(sense) + (antisense) 
5´-TGAGAAGAATCACTACGTGG-3´ 
5´-AGGTGACATCAATGTCCTCC-3´ 
Emx2 
(sense) + (antisense) 
5´- GTCCCAGCTTTTAAGGCTAGA -3´ 
5´- CTTTTGCCTTTTGAATTTCGTTC -3´ 
GAPDH 
(sense) + (antisense) 
5´-ATCAAAGAAGGACTGGCGAG-3´ 
5´-CCACTCGGTTACTGTAGCCATA-3´ 
 
3.6.3 Klonierungsvektoren 
Als bakterieller Klonierungsvektor wurde pCR®2.1 (Invitrogen, Karlsruhe) 
benutzt. Als eukaryotische Expressionsvektoren wurden die Vektoren pcDNA3.1 und 
pcDNA3.1/V5-His (Invitrogen, Karlsruhe) sowie pFLAG®-CMV-2 (Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen) und pEGFP-C1 (Clontech über Becton Dickinson, Heidelberg) 
verwendet. Diese Vektoren ermöglichten die Expression von Proteinen unter der 
Kontrolle des CMV-Promotors und vermittelten die Resistenz gegenüber dem 
Antibiotikum G418. Die beiden Vektoren pcDNA3.1/V5-His und pFLAG®-CMV-2 
dienten der Ausprägung des Proteins PEA-15 mit dem entsprechenden Epitop am 
carboxy- und aminoterminalen Ende. Die Epitope erleichterten die Detektion und 
Reinigung des betreffenden Proteins (zur Übersicht Jarvik und Telmer, 1998). Der 
Vektor pEGFP-C1 erlaubte die Expression von eGFP am Aminoterminus eines 
Fusionsproteins. Die Detektion und Lokalisation dieses Proteins war beispielsweise 
mit Hilfe der Durchflußzytometrie oder der Fluoreszenzmikroskopie zugänglich. 
Ausgangspunkt für die Klonierung des Luciferase-Reportergens unter der Kontrolle 
verschiedener Promotoren war der Vektor pGL3basic (Promega, Mannheim). 
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4 Methoden 
Alle nachfolgend beschriebenen Lösungen wurden mit destilliertem Wasser 
oder Wasser einer Reinstwasseranlage (ELGA LabWater, Siershahn) erstellt und 
anschließend autoklaviert oder sterilfiltriert. 
 
4.1 Techniken im Umgang mit DNA 
4.1.1 Bakterienkultur 
4.1.1.1 Herstellung transformationskompetenter Bakterien 
• SOB Medium 
• TB Puffer; 10mM PIPES, 15mM CaCl2 und 250mM KCl in dest. Wasser, mit 
KOH auf pH 6.7 einstellen, MnCl2 bis zu einer Endkonzentration von 55mM 
zugeben und bei 4°C aufbewahren 
 
Die Herstellung kompetenter E. coli Bakterien zur Transformation erfolgte 
nach Inoue et al., 1990. 250ml SOB Medium wurden mit 1ml einer Übernachtkultur 
angeimpft und bis zum Erreichen einer OD600 von 0,6 auf dem Schüttler bei 18°C und 
225 UpM inkubiert. Nach Inkubation auf Eis für 10min wurden die Bakterien für 
10min bei 2500 x g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 80ml kaltem Puffer TB 
resuspendiert und für 10min auf Eis gestellt. Anschließend wurden die Bakterien 
erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20ml kaltem Puffer TB resuspendiert und 
DMSO bis zu einer Endkonzentration von 7% (v/v) hinzugefügt. Nach Inkubation auf 
Eis für 10min wurden jeweils 250μl der Bakteriensuspension in 1,5ml Reaktions-
gefäße pipettiert, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Nach 
dieser Methode hergestellte kompetente Bakterien wiesen eine Transformations-
effizienz von bis zu 1x109 Transformanten je μg zirkulärer Plasmid-DNA auf. 
 
4.1.1.2 Transformation kompetenter Bakterien 
• SOC Medium; SOB Medium, 10mM MgCl2, 18mM Glukose 
 
Die Transformation kompetenter E. coli Bakterien erfolgte durch Hitzeschock. 
Die kompetenten Bakterien wurden bei 4°C aufgetaut. 40μl Bakteriensuspension 
wurden mit 10ng DNA beziehungsweise 10μl des Ligationsansatz in einem gekühlten 
1,5ml Reaktionsgefäß gemischt und für 30min auf Eis gestellt. Zur Permeabilisierung 
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der Zellwände wurde der Transformationsansatz für 45sec auf 42°C erhitzt. Im 
Anschluss wurden die Bakterien 2min bei 4°C inkubiert. Nach Zugabe von 450μl 
SOC Medium wurde die Bakterienkultur zur Ausprägung der Antibiotikumresistenz 
für 1h bei 37°C in den Schüttelinkubator gestellt. Jeweils 50μl und 450μl des Ansatz 
wurden auf antibiotikumhaltige LB-Agarplatten ausgestrichen und über Nacht bei 
37°C inkubiert. Transformierte Bakterien bildeten Kolonien, wurden in Flüssigkulturen 
vermehrt und für die Präparation von Plasmid-DNA verwendet. 
 
4.1.1.3 Kultivierung von Bakterien 
• 100mg/ml Ampicillin (Roche, Mannheim) in dest. Wasser 
• 30mg/ml Kanamycin (Invitrogen, Karlsruhe) in dest. Wasser 
• LB-Medium; 20g/l LB-Broth (Invitrogen, Karlsruhe) in Wasser 
• LB-Agarplatten; 15g/l Bacto-Agar in LB Medium                                         
(Difco über Becton Dickinson, Heidelberg) 
• Schüttelinkubator Modell HT (Infors, Bottmingen, CH) 
• Brutschrank B5060E (Heraeus, Hanau) 
 
Das Wachstum von Bakterien erfolgte auf LB-Agarplatten oder in LB-Medium 
bei 37°C. Zur Kultivierung transformierter Bakterien wurde Medium mit 100μg/ml 
Ampicillin oder 30μg/ml Kanamycin verwendet. Flüssigkulturen wurden mit Bakterien 
einer einzelnen Kolonie angeimpft und über Nacht in den Schüttelinkubator bei 37°C 
und 225 UpM gestellt. Bakterienkulturen wurden auf LB-Agarplatten bei 4°C 
aufbewahrt. 
 
4.1.2 Isolierung von DNA 
4.1.2.1 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli im kleinen Maßstab 
• QIAprep® Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) 
 
2ml einer Übernachtkultur wurde durch Zentrifugation für 5min bei 5000 x g 
und 4°C sedimentiert. Nach Resuspension in 250μl Puffer P1 mit 100μg/ml RNase A 
wurde 250μl Puffer P2 zur alkalischen Lyse hinzugegeben, invertiert und 5min bei RT 
inkubiert. Das Lysat wurde mit 350μl Puffer N3 versetzt, gemischt und auf eine Säule 
mit einer Silicagelmembran pipettiert. Nach Zentrifugation für 1min bei 10000 x g und 
4°C wurde der Durchfluss verworfen und das Säulenmaterial mit 750μl Puffer PE 
gewaschen. Die Elution der DNA erfolgte in ein 1,5ml Reaktionsgefäß durch Zugabe 
von 50μl Puffer EB und Zentrifugation für 1min bei 10000 x g. 
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4.1.2.2 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli im großen Maßstab 
• QIAGEN® Plasmid Kit Maxi (Qiagen, Hilden) 
• TE Puffer; 10mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM EDTA 
 
1ml einer Bakterienkultur wurde in 100ml LB-Medium überführt und über 
Nacht bei 37°C geschüttelt. Die Bakterien wurden für 15min bei 5000 x g und 4°C 
zentrifugiert. Nach Resuspension in 10ml Puffer P1 mit 100μg/ml RNase A wurden 
10ml Puffer P2 zur alkalischen Lyse hinzugegeben, invertiert und 5min bei RT 
inkubiert. Das Lysat wurde mit 10ml kaltem Puffer P3 neutralisiert, gemischt und 
30min bei 4°C auf Eis inkubiert. Zur Trennung vom Präzipitat wurde das Lysat für 
30min bei 5000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde durch einen Faltenfilter auf 
eine Ionenaustauschersäule nach deren Äquilibrierung mit 10ml Puffer QBT 
pipettiert. Die Säule wurde zwei Mal mit je 30ml Puffer QC gewaschen und die DNA 
mit 15ml Puffer QF eluiert. Die Präzipitation der eluierten DNA erfolgte durch Zugabe 
von 10,5ml Isopropanol und Zentrifugation für 30min, 4°C bei 5000 x g. Nach 
Waschen mit 5ml 70% (v/v) Ethanol wurde das Präzipitat in 750μl Puffer TE gelöst 
und in ein 1,5ml Reaktionsgefäß überführt. 
 
4.1.2.3 Isolierung genomischer DNA 
• DNeasy™ Tissue Kit (Qiagen, Hilden) 
• RNase A (Qiagen, Hilden) 
 
Zur Präparation genomischer DNA aus dem Gewebe der Maus wurden 
definierte Mengen Ausgangsmaterial verwendet, um den Erhalt und die optimale 
Qualität der genomischen DNA zu gewährleisten. 
 
Organe der Maus 25 mg 
Schwanzgewebe der Maus 0,6-1,2 cm 
Embryonale Stammzellen der Maus 5x106  
 
Nach Bestimmung des Gewichts wurde das Gewebe in ein 1,5ml Reaktionsgefäß 
überführt und zur enzymatischen Spaltung der Proteine in 180μl Puffer ATL mit 20μl 
20mg/ml Proteinase K über Nacht bei 55°C geschüttelt. Anschließend wurden zur 
Hydrolyse der RNA 4μl 100mg/ml RNase A hinzupipettiert und 2min bei Raum-
temperatur inkubiert. Dem Lysat wurde 200μl Puffer AL zugegeben, durchmischt und 
die Proben für 10min bei 70°C auf den Heizblock gestellt. Nach Zugabe von 200μl 
Ethanol wurde das Lysat auf eine Säule mit einer Silicagelmembran pipettiert und 
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1min bei 10000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und das 
Säulenmaterial mit 500μl Puffer AW1 und AW2 je ein Mal gewaschen. Die Elution 
der genomischen DNA erfolgte in ein 1,5ml Reaktionsgefäß nach Zugabe von 200μl 
Puffer AE und Zentrifugation für 1min bei 10000 x g. Dieser Vorgang wurde mit dem 
Eluat wiederholt, um eine höhere Ausbeute zu gewährleisten. 
 
4.1.2.4 Konzentrationsbestimmung von DNA-Lösungen 
• UV-VIS Spektralphotometer DU-530 (Beckman Coulter, Krefeld) 
 
 Die Konzentration einer DNA-Lösung wurde photometrisch bei einer 
Wellenlänge 260 bestimmt. Dazu wurde eine entsprechende Verdünnung der DNA- 
haltigen Lösung vermessen und die Konzentration wie folgt berechnet  
 
 OD260 x 50 x Verdünnungsfaktor = cdsDNA [μg/μl] 
 
Zur Bestimmung des Reinheitsgrads der DNA-Präparation wurde zusätzlich die 
Absorption bei einer Wellenlänge 280 und der Quotient OD260/OD280 bestimmt. Das 
Verhältnis von 1,8-2,0 entspricht reiner DNA. 
 
4.1.3 Enzymatische Methoden 
4.1.3.1 Spaltung der DNA durch Restriktionsendonukleasen 
Je nach Restriktionsenzym wurden die vom Hersteller empfohlenen 
Reaktionsbedingungen durch Verdünnung des entsprechenden Reaktionspuffers 
und gegebenenfalls durch Zugabe von BSA eingestellt. Für den Fall der Spaltung 
von DNA in Anwesenheit von zwei Restriktionsendonukleasen mit unterschiedlichen 
Aktivitätsoptima wurde derjenige Inkubationspuffer gewählt, in dem beide Enzyme 
eine optimale Aktivität besitzen. Die Restriktionsspaltung im analytischen Maßstab 
erfolgte in 20μl. Dazu wurde 1μg DNA mit 1-2U/μl Restriktionsenzym zwischen ein 
und zwei Stunden bei optimaler Temperatur inkubiert. Das Probenvolumen für 
Spaltungen im präparativen Maßstab richtete sich nach der Menge eingesetzter DNA 
und betrug zwischen 0,1 und 1μg/μl. 
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4.1.3.2 Dephosphorylierung der DNA mit 5´-überstehenden Enden 
• Shrimp Alkaline Phosphatase (USB über Amersham Biosciences, Freiburg) 
• 10x Reaktionspuffer; 200mM Tris-HCl, pH 8.0, 100mM MgCl2 
 
Die Entfernung von Phosphatgruppen an den 5´-überstehenden Enden 
linearisierter Vektor-DNA verhindert die Religation des Vektors nach restriktions-
endonukleolytischer Spaltung und erhöht auf diese Weise die Effizienz der Ligation. 
Etwa 1pmol linearisierter DNA wurde mit 10x Reaktionspuffer in 50μl vorgelegt. Ein 
Volumen, das einer Aktivität des Enzyms SAP, der Alkalischen Phosphatase der 
Krabbe, von 0,5U entspricht, wurde hinzupipettiert und 1h bei 37°C inkubiert. Die 
Inaktivierung des Enzyms erfolgte für 15min bei 65°C. 
 
4.1.3.3 Ligation von DNA-Fragmenten 
• DNA Ligation Kit Ver. 1 (TAKARA Biomedicals über MoBiTec, Göttingen) 
• LKB Multi Temp II Wasserbad (Amersham Biosciences, Freiburg) 
 
Die Ligase des Bakteriophagen T4 katalysiert in Gegenwart von ATP die 
Bildung von Phosphodiesterbrücken zwischen 3´-Hydroxyl- und 5´-Phosphatgruppen 
doppelsträngiger DNA. Etwa 0,01pmol Vektor-DNA in 10μl wurden mit der zwei-
fachen molaren Menge des zu ligierenden DNA-Fragments versetzt. Nach Zugabe 
des vierfachen Volumens Puffer A wurde ein Volumen Puffer B hinzupipettiert und 
durchmischt. Der Ligationsansatz wurde im Wasserbad für 30min bei 16°C inkubiert 
und anschließend zur Transformation kompetenter E. coli Bakterien benutzt. 
 
4.1.4 Techniken im Umgang mit Agarosegelen 
4.1.4.1 Analyse von DNA mit Hilfe von TAE-Agarosegelen 
• 50x TAE Gel- und Laufpuffer; 2M Tris, 50mM EDTA in dest. Wasser mit 
Essigsäure auf pH 8.0 einstellen 
• Ethidiumbromid; 10mg/ml Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe) in dest. Wasser 
• Agarose (Invitrogen, Karlsruhe) 
• 6x DNA-Probenauftragspuffer; 0,25% (w/v) Bromphenolblau, 
40% (w/v) Glukose in 10mM EDTA, pH 8.0 
 
Die elektrophoretische Trennung von DNA mit Hilfe von Agarosegelen diente 
sowohl analytischen als auch präparativen Zwecken. Die Agarosekonzentration 
richtete sich nach der Größe der zu trennenden Fragmente und variierte zwischen 
0,8 und 2% (w/v) Agarose in Puffer TAE. Das Gel enthielt 1μg/ml Ethidiumbromid. 
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Die DNA-Probenansätze wurden mit dem entsprechenden Volumen 6x DNA-Proben-
auftragspuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte in Puffer TAE. Es wurde eine 
Flachbettapparatur benutzt und eine Spannung von 12V je cm Gellänge angelegt. 
Zur Abschätzung der Größe der DNA-Fragmente wurde 1μg des Größenmarkers 
aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde die DNA mit UV-Licht einer 
Wellenlänge 254 sichtbar gemacht. Zu Dokumentationszwecken wurde ein digitales 
Bild erstellt und gespeichert. 
 
4.1.4.2 Elution der DNA aus Agarosegelen 
• QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) 
 
Zur Isolierung aus Agarosegelen wurde die DNA nach elektrophoretischer 
Trennung mit einem Skalpell aus dem Agarosegel geschnitten, der Agarosewürfel in 
ein 1,5ml Reaktionsgefäß überführt und das Gewicht bestimmt. Der Agarosewürfel 
wurde bei 50°C im dreifachen Volumen des Puffers QG aufgelöst. Nach Zugabe 
eines Volumens Isopropanol wurde die Lösung auf eine Ionenaustauschersäule 
pipettiert. Im Anschluss wurde für 1min bei 13000 x g zentrifugiert und der Durchfluss 
verworfen. Nach Waschen mit 750μl PE Puffer und Zentrifugation wurde die Säule in 
ein neues Reaktionsgefäß überführt. Zur Elution der DNA wurde 50μl EB Puffer auf 
das Säulenmaterial gegeben und für 1min bei 13000 x g zentrifugiert. 
 
4.1.4.3 Transfer der DNA (nach Southern) 
• Denaturierungspuffer; 1,5M NaCl, 0,5M NaOH 
• Neutralisationspuffer; 1,5M NaCl in 0,5M Tris-HCl, pH 7.4 
• 20x SSC; 3M NaCl, 0,3M Natriumcitrat 
• Hybond™ N+ Nylonmembran (Amersham Biosciences, Freiburg) 
• Turboblot Apparatur (Schleicher & Schuell, Dassel) 
 
 Das Verfahren wurde zum Nachweis komplementärer Sequenzen zwischen 
transferierten, immobilisierten DNA-Fragmenten und radioaktiv markierten DNA-
Hybridisierungssonden eingesetzt. 
Etwa 10μg genomische DNA wurde nach restriktionsendonukleolytischer Spaltung 
mit dem entsprechenden Volumen 6x DNA-Probenauftragspuffer versetzt. Die 
Elektrophorese erfolgte mit Hilfe eines 0,8% (w/v) Agarosegels über Nacht in Puffer 
TAE. Es wurde eine Flachbettapparatur benutzt und eine Spannung von 2V je cm 
Gellänge angelegt. Zur Abschätzung der Größe der DNA-Fragmente wurde 1μg des 
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Größenmarkers aufgetragen. Nach der gelelektrophoretischen Trennung wurde die 
DNA mit UV-Licht einer Wellenlänge 254 sichtbar gemacht und zusammen mit einem 
Lineal ein digitales Bild erstellt, um Lauflänge und korrespondierende Größe der 
DNA zu einem späteren Zeitpunkt dem Ergebnis des Autoradiogramms zuzuordnen. 
Das Gel wurde für 30min in Denaturierungspuffer bei Raumtemperatur auf einem 
Schüttler inkubiert, um einzelsträngige DNA zu erhalten. Es folgte die Neutralisation 
in Gegenwart des betreffenden Puffers für weitere 30min. 
Zum Kapillartransfer wurde die Apparatur nach Angaben des Herstellers aufgebaut. 
Der Transfer auf eine positiv geladene Nylonmembran wurde mit 20x SSC über 
Nacht durchgeführt. Anschließend wurde die Membran kurz in 2x SSC gewaschen 
und für 2h bei 80°C im Hitzeschrank inkubiert, um die DNA zu immobilisieren. 
 
4.1.5 Anwendungen der Polymerasekettenreaktion 
4.1.5.1 Die Polymerasekettenreaktion, PCR 
• GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems, Darmstadt) 
• Advantage® 2 Polymerase Mix (Clontech über Becton Dickinson, Heidelberg) 
 
Die Polymerasekettenreaktion erlaubt die Vervielfältigung eines definierten 
Nukleinsäureabschnitts. Um eine fehlerhafte Amplifikation zu vermeiden, wurde die 
Polymerase Taq mit einer DNA-Polymerase eingesetzt, die eine 3´,5´-Exonuklease-
aktivität besitzt. Etwaige Punktmutationen des amplifizierten Produkts, die aufgrund 
fehlerhafter Basenpaarung auftreten, können daher korrigiert werden. Das Enzym 
Taq besitzt aufgrund einer Deletion am Aminoterminus keine Nukleaseaktivität. 
Ferner befand sich ein Antikörper im Probenansatz, der gegen die Polymerase Taq 
gerichtet ist und den Beginn der Reaktion nach dem ersten Denaturierungsschritt 
erlaubt. Das Volumen des Reaktionsansatzes betrug 20-50μl und setzte sich wie 
folgt zusammen. 
 
 Stammlösung PCR 
Desoxynukleotide, dNTP 10mM 0,2mM 
Oligonukleotid, sense 10μM 0,4μM 
Oligonukleotid, antisense 10μM 0,4μM 
DNA  2-10ng 
Advantage
®
 2 PCR Puffer 10x 1x 
Advantage
®
 2 Polymerase Mix 50x 1x 
AB C
+
-
2
1
0.5
0.2
kb M
flk-1lacZ/lacZ
+ -
1
Tester cDNA Driver cDNA
2
3
D
flk-1wt/wt
flk-1lacZ/lacZ
#21 #10 #159
5.1 5.2 2.6 wt/lacZ
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4.1.5.2 Subtraktive Hybridisierung 
• GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems, Darmstadt) 
• PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit, PCR-Select™ Differential Screening Kit                  
(Clontech über Becton Dickinson, Heidelberg) 
 
 Mit Hilfe der subtraktiven Hybridisierung werden zwei mRNA-Populationen 
miteinander verglichen. Es werden solche Transkripte identifiziert, die ausschließlich 
in einer der beiden mRNA-Populationen vorhanden sind. Ferner gelingt mit Hilfe der 
PCR die Identifikation derjenigen Gene, die in einer geringen Anzahl vorliegen. Es 
wurde gezeigt, daß dieser Ansatz eine Normalisierung der Transkripte gewährleistet 
(Diatchenko et al., 1996; Rebrikov et al., 2004). Von besonderer Bedeutung ist eine 
ähnliche Herkunft der mRNA Populationen, um die Spezifität der PCR-Reaktion zu 
gewährleisten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Differenzierung embryonaler 
Stammzellen in vitro benutzt, um die Rolle eines Gens in einer angereicherten 
Population eines Zelltyps zu untersuchen. Die Transkription wurde hier durch die 
Geninaktivierung zu einem bestimmten Zeitpunkt der Differenzierung beeinflusst. 
Zur Identifizierung differentieller Genexpression wurden je 2μg polyadenylierter RNA 
der zwei zu vergleichenden Zellpopulationen präpariert. Dabei handelte es sich um 
Kulturen neuronal-differenzierter, embryonaler Stammzellen eines unterschiedlichen 
Genotyps, flk-1wt/wt und flk-1lacZ/lacZ (Nagy et al., 1993; Shalaby et al., 1995). Die 
polyadenylierte RNA der beiden Ansätze wurde mit Hilfe eines Oligonukleotids aus 
mehreren Desoxythymidinnukleotiden und viraler AMV Reverse Transkriptase zu 
komplementärer DNA transkribiert. Anschließend wurde die cDNA mit Hilfe der 
Restriktionsendonuklease Rsa I gespalten. Beide cDNA Ansätze wurden halbiert. An 
die stumpfen Enden des jeweiligen Aliquots wurden spezifische, doppelsträngige 
Oligonukleotid-Adapter zur sogenannten Tester cDNA ligiert. Die Termini dieser 
Adapter besitzen keine Phosphatgruppe, und schließen die Konkatemerbildung am 
5´-Terminus der cDNA aus. Es wurden zwei Hybridisierungsschritte durchgeführt. 
 
Abbildung 3 Schematische Darstellung der subtraktiven Hybridisierung 
  (Diatchenko et al., 1996) 
A, RsaI-behandelte Tester und Driver cDNA sind schwarz beziehungsweise grün 
unterlegt. Entsprechende Adaptoren sind rot und blau gekennzeichnet und 
korrespondieren zu den verwendeten Oligonukleotiden während der Amplifikation 
 differentiell exprimierter cDNA nach der Hybridisierung  . B, Darstellung 
differentiell exprimierter cDNAs mit Hilfe eines Agarosegels nach Amplifikation . 
C, Bestätigung der differentiellen Expression einzelner cDNA-Klone durch reverse 
Northern-Analyse. D, Bestätigung differentieller Expression durch Hybridisierung 
mit Hilfe eines Filter-Arrays. 
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Im ersten Schritt wurde das verbleibende Aliquot, die sogenannte Driver cDNA, im 
Überschuss zur jeweiligen Tester cDNA gegeben. Die Ansätze wurden denaturiert 
und über Nacht hybridisiert. Die Konzentration derjenigen Transkripte, die in 
unterschiedlicher Kopienzahl vorliegen, werden aufgrund der Hybridisierungskinetik 
normalisiert. Da die Driver cDNA im Überschuss vorliegt, ist die Bildung von DNA-
Hybriden nicht-differentiell exprimierter Tester cDNAs mit komplementärer Driver 
cDNA wahrscheinlicher. Diese Hybride sind nicht amplifizierbar. Auf diese Weise 
wurden einzelsträngige Tester cDNAs angereichert, die nicht in der Population der 
Driver cDNAs repräsentiert sind. 
Im Rahmen der zweiten Hybridisierung wurden die beiden Hybridisierungsansätze 
ohne vorhergehende Denaturierung in DNA-Einzelstränge zusammenpipettiert. Die 
einzelsträngigen Tester cDNAs hybridisieren miteinander. Die entstehenden doppel-
strängigen Hybride verfügen über zwei verschiedene Adaptoren. Ferner wurden zu 
diesen Ansätzen denaturierte Driver cDNAs gegeben, um eine weitere Anreicherung 
differentiell exprimierter cDNAs zu erzielen. 
Nach Auffüllen kohäsiver Enden mit Hilfe einer DNA-Polymerase wurde der 
Hybridisierungsansatz zwei aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen unterzogen. 
Dieser Schritt diente der Amplifikation der cDNAs. Die PCR-Produkte entsprachen 
differentiell exprimierten cDNAs. 
 
4.1.5.3 QuikChange® Mutagenese 
• QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Amsterdam, NL) 
 
 Die QuikChange® Mutagenese wurde benutzt, um Punktmutationen in eine 
DNA Sequenz einzuführen. Da die DNA für die Mutagenese aus Bakterien stammte 
und diese die Sequenz 5´-GATC-3´ zu 5´-GM6ATC-3´ methylieren, trägt die de novo 
synthetisierte DNA nach Durchführung einer PCR-Reaktion diese Modifikation nicht. 
Zur Mutagenese wurden zueinander komplementäre Oligonukleotide benötigt, die die 
gewünschte Mutation enthalten. Diese bildeten mit der hitzedenaturierten DNA einen 
kurzen DNA-Doppelstrang und dienten als Ausgangspunkt für die Synthese der 
mutierter DNA durch die DNA Polymerase Pfu. Da 5´-GM6ATC-3´ die Erkennungs-
sequenz der Endonuklease Dpn I darstellt, wurde anschließend die parentale DNA 
mit Hilfe dieser Endonuklease hydrolysiert. Die verbleibende DNA mit der 
betreffenden Mutation wurde zur Transformation kompetenter Bakterien verwendet. 
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2μl 10x Puffer, 1μl 10mM dNTP Mix, 50ng DNA, 1,2μl 10μM Primer sense, 1,2μl 
Primer antisense und 1μl DNA Polymerase Pfu (2,5U/μl) wurden in einem Volumen 
von 50μl amplifiziert. 
Zum Abbau der DNA Matrize wurde der gesamte PCR Ansatz für 1h bei 37°C mit der 
Restriktionsendonuklease Dpn I behandelt. Etwaige Verunreinigungen wurden durch 
Zentrifugation für 1min bei 13000 x g entfernt. Anschließend wurden kompetente 
Bakterien des Bakterienstammes XL1-Blue mit 1μl des Probenansatz transformiert. 
 
4.2 Techniken im Umgang mit RNA 
• DEPC behandeltes Wasser; 0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat, DEPC, in 
Wasser (Fluka über Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
 
Für die Präparation von RNA benötigte Lösungen wurden in Diethylpyro-
carbonat, DEPC, behandeltem Wasser angesetzt. DEPC dient der Inaktivierung von 
Ribonukleasen durch Aminoalkylierung und zerfällt als Kohlensäureester nach 
Erhitzen im Rahmen des Autoklavierens. 
 
4.2.1 Isolierung von RNA im kleinen Maßstab 
• RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden) 
• Qiashredder (Qiagen, Hilden) 
• PBS; 137mM NaCl, 8,1mM Na2HPO4, 2,7mM KCl, 1,5mM KH2PO4, pH 7.4 
 
Adhärent wachsende Zellen wurden nach Waschen mit PBS auf der 
Kulturschale durch Zugabe von 350μl Puffer RLT mit 134mM -Mercaptoethanol 
direkt lysiert. Das Lysat wurde mit Hilfe eines Zellschabers gesammelt und auf eine 
Qiashredder-Säule pipettiert. Nach Zentrifugation für 2min bei 14000 x g wurde das 
Lysat mit 350μl 70% (v/v) Ethanol gemischt und auf eine Säule mit einer Silicagel-
membran pipettiert. Nach Zentrifugation für 15sec bei 14000 x g und 4°C wurde der 
Durchfluss verworfen, das Säulenmaterial mit 700μl Puffer RW1 gewaschen und 
erneut zentrifugiert. Anschließend wurde zwei Mal mit 500μl Puffer RPE gewaschen 
und jeweils für 15sec und 2min zentrifugiert. Die Elution der RNA erfolgte in ein 1,5ml 
Probengefäß durch Zugabe von 30μl DEPC behandeltem Wasser und Zentrifugation 
für 1min. Dieser Vorgang wurde ein zweites Mal wiederholt, um eine höhere 
Ausbeute zu gewährleisten. 
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4.2.2 Isolierung von RNA im großen Maßstab 
• RNeasy® Midi Kit (Qiagen, Hilden) 
• Ultra Turrax™ (IKA-Analysentechnik, Staufen) 
• PBS; 137mM NaCl, 8,1mM Na2HPO4, 2,7mM KCl, 1,5mM KH2PO4, pH 7.4 
 
Zur Gewinnung von RNA wurden definierte Mengen Ausgangsmaterial 
verwendet, um den Erhalt und die optimale Qualität der RNA zu gewährleisten. 
 
Gewebe der Maus 100 mg 
NIH/3T3 Zellen 5x107  
 
Die Vorgehensweise bei der Lyse des Probenmaterials richtete sich nach der 
Herkunft. Dieses stammte sowohl von adhärent wachsenden Zellen einer Kultur-
schale als auch von direkt entnommenen Gewebe der Maus. 
Einzelne Zellen wurden nach einem Waschschritt in PBS auf der Zellkulturschale 
direkt durch Zugabe von 2ml Puffer RLT mit 134mM -Mercaptoethanol lysiert. Das 
Lysat wurde mit einem Zellschaber gesammelt und in ein 15ml Probengefäß 
überführt. Um die Lyse zu vervollständigen, wurde das Lysat mit einer 1ml Spritze 
zehn Mal durch eine 20G Kanüle aufgezogen. Anschließend wurden 2ml 70% (v/v) 
Ethanol hinzugegeben, durchmischt und das Lysat auf eine Säule mit einer 
Silicagelmembran pipettiert. 
Etwa 100mg des direkt entnommenen Gewebe wurden nach Bestimmung des 
Gewichts in 2ml Puffer RLT mit 134mM -Mercaptoethanol aufgenommen. Nach 
mechanischer Homogenisierung durch einen Ultra-Turrax™ wurden 4ml Wasser und 
65μl 20mg/ml Proteinase K zur enzymatischen Spaltung der Proteine hinzugegeben. 
Das Lysat wurde für 20min bei 55°C im Wasserbad inkubiert. Eine Trennung von 
festen Gewebebestandteilen erfolgte anschließend durch Zentrifugation für 5min bei 
5000 x g. Zu 6ml des Überstands wurden 3ml Ethanol gegeben, durchmischt und 
das Lysat wie beschrieben auf eine Säule mit einer Silicagelmembran pipettiert.  
Nach Zentrifugation für 5min bei 5000 x g und 4°C wurde der Durchfluss verworfen, 
das Säulenmaterial mit 4ml Puffer RW1 gewaschen und erneut zentrifugiert. 
Anschließend wurde zwei Mal mit je 2,5ml Puffer RPE gewaschen und für 2min und 
5min zentrifugiert. Die Elution der RNA erfolgte in ein 15ml Probengefäß durch 
Zugabe von 150μl RNase-freiem Wasser und Zentrifugation für 3min. Dieser 
Vorgang wurde ein zweites Mal wiederholt, um eine höhere Ausbeute zu erhalten. 
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4.2.3 Selektion polyadenylierter RNA mittels Affinitätschromatographie 
• Oligotex™ mRNA Kit (Qiagen, Hilden) 
 
 Bei Oligotex™ handelt es sich um Polystyrol-Latex-Partikel mit einem 
definierten Durchmesser von 1,1μm. Die Partikel verfügen über kovalente Bindungen 
zu dC10T30-Oligonukleotiden und ermöglichen daher die selektive Anreicherung von 
polyadenylierter RNA durch Hybridisierung mit der komplementären Sequenz. 
Zu 250μl RNA in Lösung wurden 250μl Puffer OBB und 15μl der Oligotex™- 
Suspension pipettiert. Die Hybridisierung komplementärer Sequenzen fand für 3min 
bei 70°C auf dem Heizblock statt. Anschließend wurde die Suspension für 2min bei 
14000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 400μl 
Puffer OW2 resuspendiert und auf eine Säule pipettiert. Nach Zentrifugation für 1min  
wurden die Partikel ein Mal mit OW2 gewaschen. Die Elution der RNA erfolgte in ein 
1,5ml Reaktiongefäß bei 70°C durch Resuspension in 50μl vorgewärmten Puffer 
OEB und Zentrifugation für 1min. Dieser Vorgang wurde mit dem Eluat wiederholt. 
 
4.2.4 Entfernung kontaminierender DNA 
• RNase-Free DNase Set (Qiagen, Hilden) 
 
Die DNA wurde nach der Präparation von RNA im kleinen oder im großen 
Maßstab durch Spaltung mit Hilfe des Enzyms DNase I entfernt. Eine Stammlösung 
des Enzyms mit einer Aktivität von 2,7U/μl wurde durch Verdünnung in Puffer RDD 
erhalten. Ein entsprechendes Volumen wurde auf die Silicagelmembran der 
betreffenden Säule pipettiert und der Probenansatz bei Raumtemperatur für 15min 
inkubiert. Die Entfernung des Enzyms wurde durch nachfolgende Waschschritte 
gewährleistet. 
 
4.2.5 Konzentrationsbestimmung von RNA-Lösungen 
 Die Konzentration einer RNA-Lösung wurde analog einer DNA-Lösung 
photometrisch bei einer Wellenlänge 260 bestimmt. Dazu wurde eine entsprechende 
Verdünnung der RNA-Lösung vermessen und die Konzentration wie folgt berechnet  
 
 OD260 x 40 x Verdünnungsfaktor = cRNA [μg/μl] 
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Zur Bestimmung der Reinheit der RNA-Präparation wurde zusätzlich die Absorption 
bei einer Wellenlänge 280 und der Quotient OD260/OD280 bestimmt. Das Verhältnis 
von 1,6 entspricht reiner RNA. 
 
4.2.6 Synthese der cDNA durch reverse Transkription 
• SuperScript™II RNase H- Reverse Transcriptase (Invitrogen, Karlsruhe) 
• GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems, Darmstadt) 
 
 Bei der reversen Transkription wird eine RNA-Sequenz mit Hilfe des viralen 
Enzyms MMLV Reverse Transkriptase in eine komplementäre DNA-Sequenz, cDNA, 
überführt. Dabei dient die RNA als Matrize. Ausgangspunkt der Synthese ist ein 
modifiziertes Oligonukleotid aus mehreren Desoxythymidinnukleotiden. Die MMLV 
Reverse Transkriptase besitzt eine Punktmutation. Durch die resultierende, fehlende 
enzymatische RNase H Aktivität lassen sich längere cDNAs erhalten.  
Um von jeder Probe die gleiche Menge RNA für die reverse Transkription 
einzusetzen, wurde die Konzentration der RNA photometrisch bestimmt. Der 
Reaktionsansatz bestand aus 2μg RNA, 1μM Primer in einem Volumen von 5μl und 
wurde für 2min bei 72°C inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz für 2min auf Eis 
gekühlt und zentrifugiert. Nach Zugabe von 2μl 5x Reaktionspuffer, 1μl 20mM DTT, 
1μl 10mM dNTP sowie 1μl MMLV Reverse Trankriptase, 200U/μl, erfolgte die 
reverse Transkription für eine Stunde bei 42°C. Die Reaktion wurde auf Eis beendet. 
Für die PCR wurde 1μl des Reaktionsansatz eingesetzt. In der Auswahl spezifischer 
Oligonukleotidprimer wurde der genomische Kontext berücksichtigt und daher die 
Kontamination durch genomische DNA ausgeschlossen. 
 
4.2.7 Elektrophoretische Trennung der RNA 
• Flachbettapparatur (Owl Scientific über PEQLAB Biotechnologie, Erlangen) 
• Agarose (Invitrogen, Karlsruhe) 
• RNaseZap (Ambion, Huntingdon, UK) 
• Gelpuffer; Laufpuffer, 90mM Formaldehyd 
• Laufpuffer; 20mM MOPS, 5mM Natriumacetat, 1mM EDTA, pH 7.0 
• 5x Probenauftragspuffer; 5mM EDTA, 0,3M Formaldehyd, 20% (v/v) 
Glycerin, 30% (v/v) Formamid, 0,01% (w/v) Bromphenolblau in Laufpuffer 
 
 Die elektrophoretische Auftrennung polyadenylierter RNA in Agarosegelen 
diente analytischen Zwecken. Die Gelkammer und der Kamm wurden zur 
Inaktivierung von RNasen mit RNaseZap behandelt. Da der Gelpuffer Formaldehyd 
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enthielt, wurde zunächst 1g Agarose in 90ml DEPC behandeltem Wasser 
geschmolzen und dann 10ml Gelpuffer nach Abkühlen auf eine Temperatur von 55°C 
zugegeben, um ein 1% (w/v) Agarosegel zu erhalten. 
Es wurden bis zu 2μg polyadenylierter RNA in einem Volumen von 40μl mit 5x 
Probenauftragspuffer versetzt. Zur Beseitigung von Sekundärstrukturen wurden die 
Proben bei einer Temperatur von 65°C denaturiert und im Anschluss auf das 
Agarosegel geladen. Der aufgetragene RNA-Größenstandard erlaubte nach der 
Elektrophorese die Bestimmung der korrespondierenden Größe des betreffenden 
RNA-Transkripts. 
Es wurde eine Flachbettapparatur benutzt und eine Spannung von 5V je cm 
Gellänge angelegt. Die Elektrophorese fand unter ständiger Zirkulation des Lauf-
puffers statt, bis die Lauffront des Farbstoffs Bromphenolblau das untere Drittel des 
Agarosegels erreicht hatte. 
 
4.2.8 Kapillartransfer der RNA auf eine Nylonmembran 
• 20x SSC; 3M NaCl, 0,3M Natriumcitrat 
• Hybond™ N+ (Amersham Biosciences, Freiburg) 
• Turboblot Apparatur (Schleicher & Schüll, Dassel) 
 
Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde das Agarosegel in DEPC 
behandeltem Wasser gewaschen. Die Apparatur zum Kapillartransfer wurde nach 
Angaben des Herstellers aufgebaut. Der Transfer auf eine positiv geladene 
Nylonmembran wurde mit 20x SSC über Nacht durchgeführt. Anschliessend wurde 
die Membran kurz in 2x SSC gewaschen und für 2h bei 80°C im Hitzeschrank 
inkubiert, um die RNA zu immobilisieren. 
 
4.2.9 Methylenblau-Färbung immobilisierter RNA auf einer Nylonmembran 
• Färbelösung; 0,04% (w/v) Methylenblau (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in               
0,5M Natriumazetat, pH 5.2 
 
Nach Immobilisierung der RNA wurde die Nylonmembran für 15min bei 
Raumtemperatur in 5% (v/v) Essigsäure inkubiert. Die reversible Färbung der 
elektrophoretisch aufgetrennten RNA erfolgte auf der Membran in einer Färbelösung 
für 5-10min bei Raumtemperatur. Die Membran wurde in DEPC behandeltem 
Wasser entfärbt, bis die Banden des RNA-Größenstandards sichtbar wurden. Bis zur 
Autoradiographie wurde die gefärbte Membran bei -20°C aufbewahrt. 
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4.3 Autoradiographie 
4.3.1 Radioaktive Markierung doppelsträngiger DNA 
• Reaktionspuffer; 333mM Tris.HCl, pH 8.0, 33,3mM MgCl2, 170μM dATP,   
170μM dGTP, 170μM dTTP, 10mM -Mercaptoethanol 
• Random Primer Mix; 50mM Tris.HCl, pH 7.5, 10mM MgCl2, 1mM DTT, 
50μg/ml BSA, 0,9mg/ml Random DNA-Nonamere 
• (Clontech über Becton Dickinson, Heidelberg) 
• Redivue [-32P] dCTP; 3000Ci/mmol, 10mCi/ml                                 
(Amersham Biosciences, Freiburg) 
• ProbeQuant™ G50 Micro Columns (Amersham Biosciences, Freiburg) 
 
Zur radioaktiven Markierung wurden 0,1μg doppelstängige DNA in 9μl 
Wasser auf dem Heizblock für acht Minuten bei 95°C inkubiert. Zur denaturierten 
DNA wurde nach Abkühlen auf Eis 3μl Reaktionspuffer, 2μl Random Primer Mix, 5μl 
[-32P] dCTP pipettiert. Der Ansatz wurde für 30min bei 37°C auf dem Heizblock 
inkubiert. Die radioaktiv markierte Sonde wurde mittels Gelfiltrationschromatographie 
gereinigt und von überschüssigen Nukleotiden getrennt. 
 
4.3.2 Detektion immobilisierter Nukleinsäuren auf einer Nylonmembran            
mit Hilfe radioaktiv-markierter DNA 
• ExpressHyb™ Hybridisierungslösung                                                   
(Clontech über Becton Dickinson, Heidelberg) 
• 20x SSC; 3M NaCl, 0,3M Natriumcitrat 
• 10% SDS (w/v) in dest. Wasser 
• Waschlösung ;    2x SSC, 0,05% SDS 
• Waschlösung ; 0,1x SSC, 0,1  % SDS 
• Hybridisierungsofen und -röhren (Biometra, Göttingen) 
• BAS-2500 (Fuji über Raytest, Sprockhövel) 
• Flüssigszintillationszählgerät 1600TR (Canberra Packard, Frankfurt) 
 
 Die Membran wurden in Gegenwart von 10ml Hybridisierungslösung in einer 
Hybridisierungsröhre für 2h bei 60°C im Hitzeschrank inkubiert, um die unspezifische 
Bindung radioaktiv markierter DNA zu unterdrücken. Nach Denaturierung der 
markierten, doppelsträngigen DNA durch Inkubation auf dem Heizblock für fünf 
Minuten bei 95°C wurde die Sonde zu 10ml vorgewärmter Hybridisierungslösung 
gegeben. Die Aktivität betrug nach Quantifizierung der Cerenkov-Strahlung mit Hilfe 
eines Szintillationsgeräts etwa 1-2x106cpm/ml. Der Ansatz wurde mit der Membran 
über Nacht bei 60°C inkubiert. Zur Entfernung unspezifisch gebundener DNA wurde 
die Membran mit Lösungen fallenden Salzgehalts und bei steigender Temperatur 
gewaschen. Die Membran wurde vier Mal für 10min in Waschlösung  bei Raum-
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temperatur gewaschen. Anschließend wurde die Membran zwei Mal für 20min in 
Waschlösung   bei 50°C gewaschen. Die Membran wurde zum Trocknen auf 
Papier gelegt, in eine Folie eingeschlagen und nach Auflegen eines Films zur 
Autoradiographie in einer Expositionskassette aufbewahrt. Danach erfolgte die 
Entwicklung des Autoradiogramms. Alternativ wurde eine Phosphoimagerplatte 
aufgelegt, die sich nach der Exposition mit Hilfe eines Phosphoimagers auswerten 
lässt. 
Nach dem radioaktiven Zerfall wurde die Membran zur Quantifizierung der Signal-
intensitäten mit den cDNAs konstitutiv exprimierter Gene rehybridisiert, hier mit der 
radioaktiv markierten cDNA für die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, 
GAPDH. 
 
4.4 Proteinchemie 
4.4.1 Extraktion von Proteinen aus eukaryotischen Zellen 
• Modifizierter RIPA-Puffer; 50mM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 1mM EDTA 
1% (v/v) NP-40, 0,25% (w/v) Natriumdesoxycholat, 1mM NaF, 1mM NaVO4 
• T-PER™ (Pierce über Perbio, Bonn) 
• PBS; 137mM NaCl, 8,1mM Na2HPO4, 2,7mM KCl, 1,5mM KH2PO4, pH.7.4 
• Complete™ Protease Inhibitoren (Roche, Mannheim) 
• Roti®-Load 1, 4x Probenauftragspuffer (Roth, Karlsruhe) 
 
 Die Wahl des Reagenz zur Lyse des Probenmaterials richtete sich nach der 
Herkunft. Zur Präparation von Lysaten wurden adhärent wachsende eukaryotische 
Zellen nach einem Waschschritt in kaltem PBS und Zugabe einer entsprechenden 
Menge Lysispuffer direkt auf der Zellkulturschale lysiert. Proteolytische Aktivitäten 
wurden durch Zugabe entsprechender Proteaseinhibitoren zum Lysispuffer 
unmittelbar vor der Lyse gehemmt. Nach Inkubation auf Eis für 5min wurde der 
Zellextrakt mit einem Gummischaber gesammelt, in ein Probengefäß überführt und 
für 10min bei 10000 x g und 4°C zentrifugiert. Die Proteinkonzentration des 
Überstands wurde photometrisch bestimmt. Das Lysat wurde mit 4x Probenauftrags-
puffer versetzt und auf dem Heizblock für 5min bei 95°C denaturiert. 
Proteine aus dem direkt entnommenen Gewebe der Maus wurden mittels T-PER™ 
Lysispuffer extrahiert. 
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4.4.2 Extraktion von Proteinen aus dem Kern eukaryotischer Zellen 
• NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction (Pierce über Perbio, Bonn) 
• PBS; 137mM NaCl, 8,1mM Na2HPO4, 2,7mM KCl, 1,5mM KH2PO4, pH.7.4 
• Complete™ Protease Inhibitoren (Roche, Mannheim) 
• Roti®-Load 1, 4x Probenauftragspuffer (Roth, Karlsruhe) 
 
Zur Präparation zytoplasmatischer und nukleärer Extrakte wurden adhärent 
wachsende eukaryotische Zellen nach einem Waschschritt mit kaltem PBS 
gesammelt und in ein Probengefäß überführt. Nach einem Zentrifugationschritt für 
2min bei 500 x g und 4°C wurde das Pellet im 10-fachen Volumen des Extraktions-
reagenz resuspendiert. Die weitere Vorgehensweise orientierte sich an den Angaben 
des Herstellers. Die Extrakte wurden mit 4x Probenauftragspuffer versetzt und auf 
dem Heizblock bei 95°C für 5min denaturiert. 
 
4.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration 
• UV-VIS Spektralphotometer DU-530 (Beckman Coulter, Krefeld) 
• Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, München) 
 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Lysaten erfolgte mit Hilfe des 
Farbstoffs Coomassie® Brilliant Blue G-250. Die Bindung dieses Farbstoffs an 
basische und aromatische Aminosäurereste verändert das Absorptionsmaximum. 
Die photometrische Bestimmung erfolgte bei einer Wellenlänge 595. Die 
Bestimmung der Extinktion von Proben einer definierten BSA-Konzentration erlaubte 
die Berechnung unbekannter Proteinkonzentrationen mit Hilfe einer Eichgeraden. Die 
Vorgehensweise war mit den Reagenzien, die bei der Extraktion der Proteine 
verwendet wurden, kompatibel. 
 
4.4.4 Immunpräzipitation von Proteinen mit FLAG® Epitop 
• FLAG® Immunoprecipitation Kit (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
• Äquilibrierungspuffer, TBS; 50mM Tris-HCl, pH7.5, 150mM NaCl 
• Lysis-Puffer; 50mM Tris-HCl, pH 7.5, 1% (v/v) Triton X-100, 150mM NaCl, 
1mM EDTA 
 
 Die Immunpräzipitation erlaubt die Präparation zellulärer Proteine mit Hilfe 
von Antikörpern. Diese Methode dient sowohl der Reinigung und Konzentration 
präzipitierter Proteine als auch der Analyse von Protein-Protein-Wechselwirkungen 
durch die Anreicherung co-präzipitierender Proteine. 
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Adhärent wachsende eukaryotische Zellen wurden in kaltem PBS gewaschen und in 
einem entsprechenden Volumen Lysis-Puffer aufgenommen. Die Lyse erfolgte für 
10min auf Eis. Nach Zentrifugation bei 10000 x g für 10min bei 4°C wurde zum 
Überstand ein entsprechendes Volumen des äquilibrierten, Agarose-gekoppelten 
FLAG®-Antikörpers hinzupipettiert und mit Lysis-Puffer zu 1ml ergänzt. Das 
Probengefäß rotierte während des folgenden Inkubationschritts für 2h über Kopf, um 
eine Sedimentation zu vermeiden. Nach Zentrifugation für 30sec bei 8000 x g und 
4°C wurde das Pellet in 500μl TBS aufgenommen, auf dem Schüttler für 5min durch-
mischt und erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde zwei Mal wiederholt. Die 
kompetitive Elution nach Zugabe von 150ng/μl Peptid in TBS erlaubte die Isolierung 
präzipitierter Proteine ohne Denaturierung des Antikörpers. Die Aminosäuresequenz 
des Peptids umfasste drei Kopien des FLAG®-Epitops. Der Ansatz wurde für 30min 
bei 4°C geschüttelt. Nach Zentrifugation für 30sec bei 8000 x g und 4°C wird der 
Überstand mit Probenauftragspuffer versetzt und bei 95°C für 5min denaturiert. 
 
4.4.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, SDS-PAGE 
• Vertikale Elektrophoreseapparatur                                                                
(Owl Scientific über PEQLAB Biotechnologie, Erlangen) 
• Gießstand (Owl Scientific über PEQLAB Biotechnologie, Erlangen) 
• Gradientenmischer (Amersham Biosciences, Freiburg) 
• Rotiphorese® Gel30, Acrylamid (Roth, Karlsruhe) 
• TEMED (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
• Elektrodenpuffer; 50mM Tris, 384mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS 
• 4x Sammelgelpuffer; 0.5M Tris-HCl, pH 6.8 
• 4x Trenngelpuffer; 1.5M Tris-HCl, pH 8.8 
 
Die Trennung von Proteinen im Molekulargewichtsbereich zwischen 15 und 
200kDa erfolgte durch Elektrophorese in SDS-Polyacrylamidgelen mit einem linearen 
Polyacrylamidkonzentrationsgradienten in einem diskontinuierlichen Tris-Glycin-
Puffersystem (Laemmli, 1970). Die Gele waren 10cm x 10cm groß. 
 
  5% Trenngel [ml] 20% Trenngel [ml] Sammelgel [ml] 
 dest. Wasser 12,9  15,1 
0,5M Tris-HCl, pH 8.8 5,625 5,625  
1,5M Tris-HCl, pH 6.8   6,250 
 Glukose  3,375  
 Acrylamid 3,750 15 3,250 
10% SDS 0,225 0,225 0,250 
 TEMED 0,004 0,004 0,125 
10% APS 0,040 0,040 0,025 
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Jeweils sechs Trenngele wurden in einer entsprechenden Apparatur angefertigt. Die 
Glasplatten waren durch Abstandshalter 0,75mm voneinander entfernt. Das 
Gradientengel wurde mit Hilfe eines Gradientenmischers gegossen. Es entstand ein 
kontinuierlicher, linearer Konzentrationsgradient von 5-20% (w/v) Polyacrylamid. Das 
Trenngel wurde mit Isopropanol überschichtet, um in Abwesenheit von Sauerstoff die 
Polymerisierung zu beschleunigen. Das überschüssige Isopropanol wurde entfernt, 
das Sammelgel über das Trenngel gegossen und der Kamm plaziert.  
Die Proteinproben wurden in Auftragspuffer für 5min bei 95°C denaturiert und nach 
Zusammenbau der Apparatur aufgetragen. Die Elektrophorese fand bei konstanter 
Stromstärke von 25mA statt, bis die Lauffront das Trenngel erreicht hat. Im 
Anschluss wurde die Stromstärke für 2h auf 40mA erhöht. Nach dem Lauf wurden 
die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. 
 
4.4.6 Western-Proteintransfer und ECL-Analyse 
• Semi-dry Blotapparatur (Bio-Rad, München) 
• Nitrozellulose Membran BA-28 (Schleicher & Schuell, Dassel) 
• Blotpapier (Schleicher & Schuell, Dassel) 
• Transferpuffer; 48mM Tris, 39mM Glycin, pH 9.2,                                         
20% Methanol, 0,0375% (w/v) SDS 
• 10x TBS; 0,5M Tris-HCl, pH 7.5, 1,5M NaCl 
• TBS-T; 0,1% (v/v) Tween 20 in 1x TBS 
• Ponceau S (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
• ECL™ Western Blotting Detection Reagents                                     
(Amersham Biosciences, Freiburg) 
• Hyperfilm™ ECL™ (Amersham Biosciences, Freiburg) 
 
Der Transfer elektrophoretisch getrennter Proteine auf eine Nitrozellulose-
membran erfolgte mit Hilfe einer Semi-Dry Blotapparatur für 1h bei einer Stromstärke 
von 100mA. Der erfolgreiche Transfer wurde durch reversibles Färben der Proteine 
auf der Membran mittels Ponceau S festgestellt. Die Membran wurde zunächst 5min 
in TBS und anschließend 1h bei Raumtemperatur in TBS-T mit 5% Magermilchpulver 
inkubiert, um die unspezifische Bindung des Antikörpers an die Membran zu 
unterdrücken. Die Membran wurde drei Mal für 5min mit TBS-T gewaschen und über 
Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper inkubiert. Die Verdünnung des Antikörpers 
in TBS-T mit 5% BSA orientierte sich an den Angaben des Herstellers. Die Membran 
wurde drei Mal für je 5min mit TBS-T gewaschen und anschließend für 1h mit dem 
Meerrettich-Peroxidase konjugierten Sekundärantikörper inkubiert. Dieser wurde 
1:5000 in TBS-T mit 5% Magermilchpulver verdünnt. Nach drei Waschschritten für 
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jeweils 5min in TBS-T wurde die Nitrozellulosemembran mit einer Lösung, die sich zu 
gleichen Teilen aus den Substratlösungen A und B zusammensetzte, überschichtet 
und 5min inkubiert. Die Flüssigkeit wurde entfernt, die Membran zwischen Folien 
gelegt und zur Detektion der Chemilumineszenz 10sec bis 10min gegenüber einem 
geeigneten Film exponiert. Der Film wurde entwickelt und die Signalintensitäten 
densitometrisch mit Hilfe der Software MacBAS v2.4 quantifiziert. 
 
4.4.7 Entfernen Membran-gebundener Antikörper 
• Restore™ Western Blot Stripping Buffer (Pierce über Perbio, Bonn) 
 
An die Nitrozellulose-Membran gebundene Antikörper wurden mit Hilfe des 
Restore™-Puffers entfernt. Die Vorgehensweise ermöglichte die Detektion weiterer 
Proteine auf der gleichen Membran mit Hilfe spezifischer Antikörper. Die Membranen 
wurden für 30min bei Raumtemperatur inkubiert, anschließend ein Mal für 5min in 
TBS und drei Mal für 5min in TBS-T gewaschen. Die unspezifische Bindung des 
Primärantikörpers an Epitope auf der Membran wurde durch Inkubation in TBS-T mit 
5% (w/v) Magermilchpulver für 1h bei Raumtemperatur unterdrückt. Die Membran 
wurde drei Mal in TBS-T für 5min gewaschen und über Nacht bei 4°C mit einem 
neuen Primärantikörper inkubiert. 
 
4.4.8 Bestimmung der Luciferaseaktivität in Zellextrakten 
• Dual-Light® System (Applied Biosystems, Darmstadt) 
• Luminometer Microlumat LB96P (Berthold, Bad Wildbad) 
 
 Das Enzym Luciferase aus Photinus pyralis katalysiert die ATP-abhängige 
Oxidation seines Substrats Luciferin. Diese Reaktion wird von einer Lichtemission 
begleitet. Ist Luciferin im Überschuss vorhanden, so ist die emittierte Lichtmenge der 
Luciferasemenge direkt proportional.  
Befindet sich das Luciferasegen unter der Kontrolle genregulatorischer Elemente, 
kann die Aktivität dieser Elemente im zellulären Kontext indirekt durch die 
Lumineszenz beziehungsweise die Menge Luciferase im Zellextrakt bestimmt 
werden. 
Da die Effizienz der Transfektion Abweichungen unterliegt, wurde neben dem 
Luciferasegen das prokaryotische lacZ-Gen, unter der Kontrolle des konstitutiv 
aktiven CMV-Promotors, in die Zellen transfiziert. Die Aktivität des viralen Promotors 
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wurde zur Normalisierung verwendet. Für die vom Luciferase- sowie vom lacZ-Gen 
kodierten Enzyme sind spezifische chemilumineszente Analysesysteme erhältlich, 
die die Quantifizierung der Enzyme in Zellextrakten erlauben.  
Etwa 48h nach der Transfektion wurden die Zellen ein Mal mit PBS gewaschen, 
lysiert und für die Analyse aufgearbeitet. Dabei wurde das Dual-Light® System nach 
Angaben des Herstellers verwendet. Die Luciferase- und lacZ-Aktivitäten wurden 
nacheinander im Luminometer gemessen und die relativen Lumineszenz-Einheiten, 
RLU, berechnet. Innerhalb eines Assays wurden die Transfektionen vier Mal 
durchgeführt und von den Lumineszenz-Einheiten Mittelwerte berechnet. 
 
4.4.9 Durchflusszytometrie eukaryotischer Zellen 
• FACScan™ (Becton Dickinson, Heidelberg) 
• Zelldissoziationspuffer (Invitrogen, Karlsruhe) 
• Waschpuffer; PBS, 3% (w/v) BSA, 0,1% (w/v) Saponin 
• Verdünnungspuffer; PBS, 3% (w/v) BSA, 0,3% (w/v) Saponin 
• Probenpuffer; PBS, 3% (w/v) BSA, 0,5μg/ml Propidiumiodid 
 
 Die Durchflusszytometrie ermöglicht sowohl die direkte Detektion eigen-
fluoreszierender Proteine, zum Beispiel von eGFP-Fusionsproteinen, als auch den 
indirekten Nachweis mit Hilfe Fluoreszenzfarbstoff-konjugierter Antikörper. Die Zellen 
werden in einem laminaren Flüssigkeitsstrom an einem Laser vorbeigeführt und 
Beugung sowie Streuung des Lichts neben der Intensität der emittierten Fluoreszenz 
mit Hilfe eines FACScan™ Durchflusszytometers bestimmt. 
Die Zellen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen und für eine Dauer von 5 bis 10min 
bei 37°C in Zelldissoziationspuffer inkubiert, um sie von der Oberfläche der Kultur-
schale abzulösen. 
Die Zellsuspension wurde in ein 15ml Reaktionsgefäß überführt und 5min bei 800 x g 
und 4°C zentrifugiert. Alle folgenden experimentellen Schritte wurden auf Eis 
durchgeführt. Die Zellen wurden in 100μl Waschpuffer resuspendiert, in die 
Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit abgerundetem Boden pipettiert und wie 
beschrieben zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 100μl Verdünnungspuffer mit dem 
Primärantikörper für 1h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen drei Mal 
gewaschen und bei 800 x g, 4°C zentrifugiert. Dann wurden die Zellen für 1h mit  
dem Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Sekundärantikörper in Verdünnungspuffer 
inkubiert und vor Lichteinfall geschützt. Die Zellen wurden wie beschrieben drei Mal 
gewaschen und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Probenpuffer resuspendiert und 
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in ein Probengefäß für die Durchflusszytometrie überführt. Unter Berücksichtigung 
von Zellgröße im Forward-Scatter, Granularität im Sideward-Scatter sowie der 
Färbung durch Propidiumiodid wurden nach Ausschluß 1x104 Zellen analysiert. 
 
4.4.10 Immunfluoreszenzmikroskopie 
• Axiophot 2 mit AxioCam HR (Zeiss, Oberkochen) 
• Deckgläser (Knittel Gläser über Laborbedarf Schubert, München) 
• poly-D,L-Ornithin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
• PBS; 137mM NaCl, 8,1mM Na2HPO4, 2,7mM KCl, 1,5mM KH2PO4, pH 7.4 
• Fixierpuffer; 4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS 
• Permeabilisierungspuffer; 0,3% (v/v) Triton X-100 in PBS 
• Blockpuffer; 3% (w/v) BSA, 0,01% NaN3 oder 10% (v/v) Ziegenserum in PBS 
• 4´,6´-Diamidino-2-phenylindol, DAPI (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
• Aqua-Poly/Mount (Polysciences, Eppelheim) 
 
 Mit Hilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie wurde die zelluläre Lokalisation 
verschiedener Proteine bestimmt. Deckgläser wurden über Nacht bei 180°C in den 
Hitzeschrank aufbewahrt. Nach der Überführung in Zellkulturschalen wurden sie mit 
poly-D,L-Ornithin beschichtet. Anschließend wurden die Zellen auf den beschichteten 
Deckgläsern ausgesät. Die Zelldichte richtete sich nach dem zeitlichen Verlauf und 
der Behandlungweise während des Experiments. Die Fixierung der Zellen erfolgte in 
entsprechendem Puffer für 15min. Gegebenenfalls wurden die Zellen für 1min 
permeabilisiert, um intrazelluläre Proteine zu detektieren. Dieser Vorgehensweise 
folgte die erneute Fixierung. Freie Aldehydgruppen wurden durch drei Waschschritte 
mit 50mM NH4Cl in PBS für 3min entfernt. Die Zellen wurden für 2h in Blockpuffer 
inkubiert, um die unspezifische Bindung des Antikörpers zu unterdrücken. Die 
Inkubation des Primärantikörpers in Blockpuffer erfolgte über Nacht bei 4°C. Nach 
zwei Waschschritten mit PBS wurden die Zellen mit einem Fluoreszenzfarbstoff-
konjugiertem Sekundärantikörper und 10μg/ml DAPI in Blockpuffer für 1h inkubiert.  
Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI diente der Detektion chromosomaler DNA. Im 
Anschluss an drei Waschschritte in PBS für jeweils 5min fand unmittelbar vor der 
Fixierung des Deckglas auf dem Objektträger ein zusätzlicher Waschschritt in 
destilliertem Wasser statt, um in Verbindung mit dem verwendeten Eindeckmittel 
eine etwaige Kristallbildung auszuschließen. Der Nachweis der Expression von 
eGFP erforderte lediglich die Fixierung der Zellen und die Darstellung der 
chromosomalen DNA durch DAPI. Das Präparat wurde nach der Fixierung auf dem 
Objektträger bei 4°C aufbewahrt. 
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4.4.11 Bestimmung der VEGF-Konzentration mit Hilfe eines ELISA 
• Quantikine® Mouse VEGF Immunoassay (R&D Systems, Wiesbaden) 
• VMAX Kinetic Microplate Reader (Molecular Devices, München) 
 
Die Konzentration der Isoformen VEGF121 und VEGF165 der Maus, zum 
Beispiel in Zellkulturüberständen, wurde mit Hilfe eines Festphasen-ELISA bestimmt. 
Affinitätsgereinigte, polyklonale Antikörper lagen gebunden an der Oberfläche der 
Vertiefungen einer Mikrotiterplatte vor. Der unverdünnte Zellkulturüberstand von 
Primärkulturen cerebraler Astrozyten der Maus wurde neben Vergleichsproben mit 
bekannter VEGF-Konzentration in die Vertiefungen pipettiert und das Epitop vom 
immobilisierten Antikörper erkannt. Durch Waschen wurden ungebundene Proteine 
entfernt. Im Anschluss an die Inkubation mit einem Meerrettich-Peroxidase 
konjugierten Antikörper, der gegen die gebundenen VEGF-Isoformen gerichtet ist, 
erfolgte die Detektion durch eine enzymatische Reaktion nach Zugabe der 
Substratlösung. Die Konzentration des Produkts wurde photometrisch bei einer 
Wellenlänge 450 bestimmt. Es ergab sich ein linearer Zusammenhang zwischen der 
Konzentration des Produkts der enzymatischen Reaktion und der Konzentration 
gebundener VEGF-Isoformen. Die Messung der Extinktion von Proben einer 
definierten VEGF-Konzentration erlaubte die Berechnung unbekannter VEGF-
Konzentrationen mit Hilfe einer Eichgeraden. 
 
4.5 Immunhistologie an Gewebeschnitten 
4.5.1 Herstellung von Gewebeschnitten 
• SuperFrost™ Objektträger (Menzel, Braunschweig) 
• Kryostat HM 500 OM (Microm, Walldorf) 
 
Die in TissueTek™ eingebetteten Mausgewebe wurden aus dem Gefrier-
schrank genommen und innerhalb von 30min auf eine Temperatur von -20°C 
erwärmt. Gewebeschnitte einer Stärke von 8μm wurden im Kryostaten bei einer 
Kammertemperatur von -20°C und einer Objekttemperatur von -14°C angefertigt und 
auf einen Objektträger transferiert. Die Gewebeschnitte wurden für mindestens 1h 
bei Raumtemperatur getrocknet und entweder sofort für die immunhistochemische 
Färbung verwendet oder für die Untersuchung zu einem späteren Zeitpunkt in 
Gegenwart von Silicagel bei -80°C gelagert. 
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4.5.2 Immunhistochemische Färbung von Gewebeschnitten 
• Axiophot 2 mit AxioCam HR (Zeiss, Oberkochen) 
• Vector® M.O.M. Kit™ Immunodetection Kit, Peroxidase                            
(Vector Laboratories über Linaris, Wertheim-Bettinger) 
• DAB Substrate Kit (Vector Laboratories über Linaris, Wertheim-Bettinger) 
• Vector® NovaRED™ Substrate Kit                                                             
(Vector Laboratories über Linaris, Wertheim-Bettinger) 
• Blockpuffer; 0,3% (v/v) Wasserstoffperoxid, 0,3% (v/v) Pferdeserum in PBS 
• RotiClear™ (Roth, Karlsruhe) 
• Entellan (Merck über Fischer Scientific, Frankfurt) 
• Weigert´s Iron Hematoxylin Solution (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
 
 Die gefrorenen Gewebeschnitte wurden für 1h bei Raumtemperatur 
aufgetaut und die Zellen für 10min in kaltem Aceton bei -20°C permeabilisiert sowie 
fixiert. Nach Trocknung für 30min bei Raumtemperatur wurden die Schnitte für 5min 
in destilliertem Wasser rehydriert. Die endogene Peroxidaseaktivität wurde durch 
Inkubation in Blockpuffer für 5min inhibiert. Nach zwei Waschschritten in PBS für 
jeweils 2min wurden die Gewebeschnitte für 1h in Puffer inkubiert, um die 
unspezifische Bindung des Antikörpers an endogene Immunglobulin-Isotypen zu 
unterdrücken. Alle weiteren Schritte erfolgten in einer Feuchtkammer nach Angaben 
des Herstellers. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wurde PBS zum 
Waschen der Gewebeschnitte benutzt. 
Im Anschluss an die Inkubation mit Meerrettich-Peroxidase-konjugiertem Avidin, 
erfolgte die Detektion durch eine enzymatische Reaktion nach Zugabe der Substrat-
lösung. Die Zusammensetzung der Substratlösungen, DAB oder NovaRED™, und 
die Inkubationsdauer orientierten sich an den Angaben des Herstellers. Die 
Farbentwicklung wurde unter dem Lichtmikroskop verfolgt und in Wasser gestoppt. 
Anschließend erfolgte die Färbung der Schnitte in Hämatoxylin-Lösung. 
Diese histologische Gegenfärbung basiert auf der Oxidation von Hämatoxylin zu 
Hämatein. Dieser blaue Farbstoff ist in der Lage, mit Aluminiumionen positiv- 
geladene Komplexe zu bilden, die ihrerseits mit basophilen Strukturen interagieren, 
zum Beispiel den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA im Zellkern. Die 
Gewebeschnitte wurden für 2min in Hämatoxylin-Lösung gefärbt. Der überschüssige 
Farbstoff wurde durch Waschen für 10min in Wasser entfernt. Dann wurden die 
Gefrierschnitte durch Waschen für jeweils 5min in einer Reihe Lösungen steigenden 
Ethanolgehalts, 70%, 90%, 96% und 100% (v/v), entwässert. Ferner wurden die 
Schnitte für 5min in RotiClear™ inkubiert und abschließend mit Entellan™ versiegelt. 
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4.5.3 Immunfluoreszenz-Färbung von Gewebeschnitten 
• Vector® M.O.M. Kit™ Immunodetection Kit, Basic                                    
(Vector Laboratories, über Linaris, Wertheim-Bettinger) 
• Cytofix/Cytoperm™, Perm/Wash, Cytoperm Plus™ Puffer  
• (Becton Dickinson, Heidelberg) 
• Zenon Antikörper Labeling Kit (Molecular Probes über MoBiTec, Göttingen) 
• Aqua-Poly/Mount (Polysciences, Eppelheim) 
 
 Die Gewebeschnitte wurden wie beschrieben bei Raumtemperatur aufgetaut 
und die Zellen für 30min in Cytofix/Cytoperm™ Puffer fixiert sowie permeabilisiert. Im 
Anschluss an einen Waschschritt in Perm/Wash Puffer wurden die Schnitte für 10min 
in Cytoperm Plus™ Puffer inkubiert, um die Permeabilisierungseffizienz zu erhöhen. 
Die Präparate wurden ein weiteres Mal in Perm/Wash Puffer gewaschen und erneut 
für 5min bei Raumtemperatur in Cytofix/Cytoperm™ Puffer fixiert. Nach einem 
Waschschritt in Perm/Wash Puffer wurden die Gewebeschnitte für 1h nach Angaben 
des Herstellers in einem entsprechenden Puffer inkubiert, um die unspezifische 
Bindung des Antikörpers an endogene Immunglobulin-Isotypen zu unterdrücken. 
Anschließend wurden die Schnitte zwei Mal in Perm/Wash Puffer gewaschen und mit 
Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikörperkomplexen für 1h inkubiert.  
Bei diesen Komplexen handelte es sich um Fluoreszenzfarbstoff-konjugierte Fab-
Fragmente, die isotypenspezifisch am Fc-Teil des Primärantikörpers binden. Die 
Verwendung verschiedener Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate erlaubt daher multiple 
Fluoreszenzmarkierungen in einem Schritt auf einem Gefrierschnitt. 
Das molare Verhältnis von Primärantikörper zu Fab-Fragment betrug 3:1. Der 
Probenansatz enthielt 50μg/ml Primärantikörper und wurde für 5min bei Raum-
temperatur mit dem entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff-konjugiertem Fab-Fragment 
inkubiert. Im Anschluss wurde die Bildung des Antikörperkomplex durch die Zugabe 
unspezifischer Immunglobulin-Isotypen gestoppt. Der Komplex wurde in Perm/Wash 
Puffer verdünnt. 
Die Bildung des Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikörperkomplex beruht nicht 
auf der Bildung kovalenter Bindungen und erforderte daher nach Inkubation auf dem 
Gewebeschnitt einen Fixierungsschritt in Cytofix/Cytoperm™ Puffer für 15min bei 
Raumtemperatur. Nach drei Waschschritten in PBS für jeweils 5min fand unmittelbar 
vor der Fixierung des Deckglas auf dem Objektträger ein zusätzlicher Waschschritt in 
destilliertem Wasser statt, um in Verbindung mit dem verwendeten Eindeckmittel 
eine etwaige Kristallbildung auszuschließen. 
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4.6 Techniken der Zellkultur 
Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sterilbank Class II, 
Typ A/B3 (NuAire über Zapf, Sarstedt) mit vertikalem Luftstrom durchgeführt. 
 
4.6.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen 
• 0,5g/l Trypsin, 0,2g/l EDTA (PAA Laboratories, Cölbe) 
• PBS; 137mM NaCl, 8,1mM Na2HPO4, 2,7mM KCl, 1,5mM KH2PO4, pH 7.4 
• IR-Autoflow, CO2-begasbarer Brutschrank (NuAire über Zapf, Sarstedt) 
 
 Die Kultivierung eukaryotischer Zellen erfolgte in Wachstumsmedium auf 
Gewebekulturflaschen oder -schalen bei 37°C und 7% CO2. 
Das Kulturmedium adhärenter Zellen wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt. Nach 
Erreichen einer bestimmten Zelldichte wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 
Trypsin/EDTA-Lösung bei 37°C inkubiert, bis sie sich ablösen. Der Vorgang wurde 
unter dem Mikroskop kontrolliert und nach Zugabe von Wachstumsmedium durch die 
enthaltenen Trypsininhibitoren gestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein 15ml 
Probengefäß überführt und 5min bei 800 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach 
Entfernen des Überstands wurde das Zellpellet in Medium resuspendiert und 
entsprechend auf Gewebekulturschalen verdünnt. 
 
4.6.2 Trypanblau-Ausschlußtest 
• 0,4% (w/v) Trypanblaulösung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
• Zählkammer nach Neubauer 
 
 Die Zellzahl und Vitalität eukaryotischer Zellen wurde mit Hilfe des 
Trypanblau-Ausschlußtests bestimmt. Der Farbstoff Trypanblau färbt intrazelluläre 
Proteine an und gelangt nur bei Apoptose in das Zytoplasma. Zellen, die nicht mehr 
lebensfähig sind, wurden bei der Zählung nicht berücksichtigt. 
Die Zellen wurden, wie beschrieben, von der Gewebekulturflasche abgelöst und in 
einem definierten Volumen Wachstumsmedium resuspendiert. Ein Volumen der 
Zellsuspension wurde mit dem gleichen Volumen Trypanblaulösung gemischt. Nach 
fünf Minuten wurden solche Zellen, die nicht durch Trypanbau gefärbt worden waren, 
mit Hilfe einer Kammer nach Neubauer gezählt und die Gesamtzellzahl bestimmt. 
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4.6.3 Lagerung eukaryotischer Zellen 
• 2x Einfriermedium; 50% (v/v) FBS, 30% (v/v) Wachstumsmedium,               
10% (v/v) DMSO 
• Stickstofftank Chronos Biosafe (Messer Griesheim, Frankfurt) 
 
Die Lagerung eukaryotischer Zellen über einen längeren Zeitraum erfolgte in 
der Gasphase über flüssigem Stickstoff. Die Zellen wurden wie beschrieben von der 
Kulturflasche abgelöst und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Wachstumsmedium 
resuspendiert. Nach Zugabe des gleichen Volumens Einfriermedium wurde die 
Zellsuspension auf Gefäße zur Kryokonservierung verteilt und diese über Nacht in 
einem Isopropanolbad bei -80°C eingefroren. Zur Lagerung über einen längeren 
Zeitraum wurden die Gefäße in einem Behälter mit flüssigem Stickstoff aufbewahrt. 
Zur weiteren Kultivierung wurden die Kryogefäße bei Raumtemperatur aufgetaut, die 
Zellsuspension in Wachstumsmedium aufgenommen und fünf Minuten bei 800 x g 
und Raumtemperatur zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in frischem Medium 
resuspendiert und die Suspension auf Gewebekulturflaschen oder -schalen verteilt. 
 
4.6.4 Liposomen-vermittelte Transfektion eukaryotischer Zellen 
• Superfect®Transfektionsreagenz (Qiagen, Hilden) 
• G418 (Calbiochem über Fischer Scientific, Frankfurt) 
 
 Die Transfektion adhärent-wachsender A293 sowie NIH/3T3-Zellen mit DNA 
wurde sowohl transient als auch mit dem Ziel der stabilen Integration unter 
Verwendung des Reagenz SuperFect® nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
Dabei handelt es sich um eine Transfektion, die durch Liposomen vermittelt wird. 
Bei der transienten Transfektion verbleibt die eingebrachte DNA im wesentlichen 
extrachromosomal in der Zelle. Die Zellen wurden auf Zellkulturschalen verteilt, um 
am Tag der Transfektion eine Zelldichte von etwa 40-60% zu besitzen. Zur 
Herstellung des DNA-Liposomen-Komplex wurde eine bestimmte Menge DNA mit 
einem Volumen des entsprechenden Basalmediums ohne Zusatz von Serum und 
Antibiotika verdünnt sowie einem Volumen des SuperFect®-Reagenz gemischt. Nach 
einer Inkubation des Ansatzes für 10min bei Raumtemperatur wurde Zellkultur-
medium mit Serum hinzugegeben. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und in 
Gegenwart des DNA-Liposomen-Komplex im Brutschrank für 3h bei 37°C und 5% 
CO2 inkubiert. Anschließend wurden die Zellen ein weiteres Mal mit PBS gewaschen 
und mit Wachstumsmedium für 24-48h im Brutschrank inkubiert.  
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Die Vorgehensweise im Hinblick auf die stabile Integration der DNA in NIH/3T3-
Zellen orientierte sich am beschriebenen Protokoll zur transienten Transfektion 
adhärent-wachsender Zellen. Einen Tag nach Transfektion der Zellen auf Gewebe-
kulturschalen wurde das Wachstumsmedium durch Selektionsmedium ersetzt. Diese 
Vorgehensweise ermöglichte die Selektion solcher Zellen, welche die transfizierte 
DNA in ihr Genom integriert haben. Die Wahl des Selektionsmediums richtete sich 
nach dem Antibiotikaresistenz-vermittelnden Gen, das in der transfizierten DNA 
enthalten war. Die NIH/3T3-Zellen wurden mit der experimentell ermittelten 
optimalen Antibiotika-Konzentration von 1mg/ml G418 im Selektionsmedium für eine 
Woche kultiviert. Anschließend wurden klonale Zellinien durch Verdünnung erhalten 
und getrennt in Kulturschalen expandiert. 
 
4.6.5 Transfektion einer Primärkultur muriner Astrozyten 
• Transmessenger™ Transfektionsreagenz (Qiagen, Hilden) 
 
 RNA-Interferenzexperimente wurden mit einer Primärkultur aus Astrozyten 
der Maus unter Verwendung des Reagenz Transmessenger™ nach Angaben des 
Herstellers durchgeführt. Dabei handelt es sich um eine Transfektion, die durch 
Liposomen vermittelt wird. 
Etwa 2x105/ml Astrocyten wurden auf beschichtete Gewebekulturschalen verteilt, um 
am Tag der Transfektion eine Zelldichte von etwa 80-90% zu besitzen. Zunächst 
wurde eine bestimmte Menge der doppelsträngigen Oligonukleotide mit einem 
entsprechenden Volumen des Reagenz Enhancer R in Puffer EC-R gemischt und für 
5min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Herstellung des DNA-Liposomen-Komplex 
wurde das Transfektionsreagenz Transmessenger™ hinzupipettiert und nach Durch-
mischen für weitere 10min bei Raumtemperatur inkubiert. Schließlich wurde 
Zellkulturmedium ohne Zusatz von Serum und Antibiotika hinzugegeben. Die 
Astrozyten wurden mit PBS gewaschen und mit dem DNA-Liposomen-Komplex für 
3h im Brutschrank bei 37°C und 7% CO2 inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 
ein weiteres Mal mit PBS gewaschen und mit Wachstumsmedium für mindestens 
48h im Brutschrank inkubiert. 
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4.6.6 Stimulation eukaryotischer Zellen 
Die Zellen wurden bis zum Erreichen einer entsprechenden Zelldichte 
kultiviert und anschließend für den angegebenen Zeitraum mit rekombinanten 
Wachstumsfaktoren oder niedermolekularen Peptidinhibitoren in Basalmedium im 
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die Reagenzien wurden in Konzentrationen wie folgt 
verwendet. 
 
 Stammlösung  Endkonzentration 
rek. VEGF 250 μg/ml  50 ng/ml 
rek. TNF, 5 x105/ml   10 μg/ml  10 ng/ml 
MG1321) 10    mM  10     μM 
Wortmannin1) 1    mM  50     nM 
LY294002 10    mM  10     μM 
U01261) 10    mM  1     μM 
PD980591) 20    mM  20     μM 
SB2035801) 10    mM  10     μM 
SB2024741) 10    mM  10     μM  
 
4.6.7 Kultivierung eukaryotischer Zellen unter hypoxischen Bedingungen 
• Modell 305, Thermo-Cellsystem (Labotec, Göttingen) 
 
Die Zellen wurden auf beschichtete Gewebekulturschalen verteilt und kurz 
vor Erreichen der Konfluenz in serumfreies Medium überführt. Die Stimulation der 
Zellen erfolgte für den angegebenen Zeitraum in einer Hypoxiekammer, die nach 
Eichung mit einem Gasgemisch aus 1% O2, 5% CO2 und 94% N2 durchströmt wurde. 
Gegebenenfalls wurde dem Medium zu Stimulationsbeginn rekombinantes VEGF 
zugefügt. Nach Ablauf der Stimulation wurden die Zellen mit Hilfe der Western Blot 
Analyse charakterisiert. Die Zellkulturüberstände wurden mittels ELISA auf den 
VEGF-Gehalt untersucht. 
 
4.6.8 Kultivierung und Manipulation embryonaler Stammzellen der Maus 
 Die embryonalen Stammzellen der Maus werden in der frühen Embryonal-
entwicklung aus der inneren Zellmasse der Blastozysten isoliert. 
Hohe Zelldichten führen während der Kultivierung zur Differenzierung der Stamm-
zellen in vitro. Daher wurden die Zellen regelmäßig verdünnt. Ferner wurden 
                                            
1) Die betreffenden Substanzen wurden in DMSO gelöst. 
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Stammzellen in Gegenwart embryonaler Fibroblasten und Wachstumsmedium 
kultiviert. Alternativ erfolgte die Kultivierung auf Gelatine-behandelten Gewebekultur-
schalen nach Zugabe des Leukemia Inhibitory Factor, LIF. Das Medium wurde 
täglich gewechselt. 
 
4.6.8.1 Verwendete Puffer und Lösungen 
• KnockOut™ DMEM (Invitrogen, Karlsruhe) 
• FCS; Fötales Kälberserum (Hyclone über Perbio, Bonn) 
• Trypsin (Difco über Becton Dickinson, Heidelberg) 
• Phenolrot (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
 
EF-Medium    ES-Medium   
DMEM 450 ml  KnockOut™ DMEM 400 ml 
Fötales Kälberserum 50 ml  Fötales Kälberserum 75 ml 
L-Glutamin, 200mM 2 mM  L-Glutamin, 200mM 2 mM 
Penicillin/Streptomycin 5 ml  Penicillin/Streptomycin 5 ml 
Pyruvat, 100mM 1 mM  Pyruvat, 100mM 1 mM 
    Nicht essentielle 
Aminosäuren 
1 μg/ml 
    -Mercaptoethanol 10 ng/ml 
       
MT-PBS, mouse tonicity PBS    Trypsin/EDTA, modified   
NaH2PO4 x H2O 4 mM  KH2PO4 1,76 mM 
Na2HPO4 x 2H2O 16 mM  Na2HPO4 x 2H2O 0,84 mM 
NaCl 150 mM  NaCl 120 mM 
    KCl 5 mM 
    Glukose 5,55 mM 
    Tris 2,5 mM 
    Phenolrot 10 mg/l 
    EDTA 1 mM 
    Trypsin 500 mg/l 
 
4.6.8.2 Kultivierung embryonaler Fibroblasten der Maus 
• MT-PBS 
• 1mg/ml Mitomycin C (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in MT-PBS 
 
Etwa 5x106 kryokonservierte, embryonale Fibroblasten wurden aufgetaut und 
nach Zugabe von EF-Medium für 5min bei 800 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde 
in EF-Medium resuspendiert und auf Zellkulturschalen verteilt. Sobald die Zellen zur 
Konfluenz herangewachsen waren, wurden sie mit einem Zellteilungsinhibitor  
behandelt. Zu den Zellen wurde EF-Medium mit 10μg/ml Mitomycin C gegeben. Die 
Zellen wurden für 3h im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss an zwei Waschschritte 
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mit MT-PBS wurden die Zellen für 5min in Trypsin-EDTA inkubiert, bis sie sich von 
der Schale ablösten. Die Zellen wurden in EF-Medium resuspendiert und nach einem 
weiteren Zentrifugationschritt zu 2-2,5x104/cm2 auf Gewebekulturschalen verteilt. Die 
Schalen konnten nach weiteren zwei Stunden und bis zu etwa einer Woche für die 
Kultivierung embryonaler Stammzellen der Maus verwendet werden. Nach drei 
Tagen wurde das EF-Medium gewechselt. Vor der Kultivierung auf den Fibroblasten 
wurde das Medium gegen ES-Medium ausgetauscht. 
 
4.6.8.3 Beschichtung von Gewebekulturschalen mit Gelatine 
• 1% Gelatinelösung; Gelatine, 300 Bloom in destilliertem Wasser                       
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
 
Der Boden der Zellkulturschale wurde vollständig mit Gelatinelösung bedeckt 
und für 30min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Absaugen der Lösung wurde die 
beschichtete Schale unter sterilen Bedingungen getrocknet und für die Kultivierung 
embryonaler Stammzellen genutzt. 
 
4.6.8.4 Kultivierung und Expansion embryonaler Stammzellen 
• ESGRO™; rekombinanter Leukemia Inhibitory Factor 
(Chemicon, Wiesbaden) 
• ESsup Medium; ES Medium supplementiert mit 1x103 U/ml ESGRO™ 
• MT-PBS 
• modified Trypsin/EDTA 
 
 Die Stammzellen wurden auf Mitomycin C-behandelten, embryonalen 
Fibroblasten kultiviert. Diese waren nicht mehr in der Lage, sich zu teilen und 
bildeten eine dichte Zellschicht, auf der die embryonalen Stammzellen wachsen 
konnten. 
Etwa 5x106 kryokonservierte, embryonale Stammzellen wurden aufgetaut, in ES-
Medium aufgenommen und bei 800 x g zentrifugiert. Das  Zellpellet wurde in ESsup-
Medium resuspendiert und auf eine Gewebekulturschale mit Fibroblasten verteilt. Die 
Zellen wurden bei einer Temperatur von 37°C und 7% CO2 inkubiert. Der Austausch 
des Mediums erfolgte täglich. 
Zur Verdünnung wurden die Zellen mit 5ml MT-PBS gewaschen und nach Zugabe 
von modified Trypsin/EDTA für 5min im Brutschrank inkubiert, bis sich die Zellen von 
der Kulturschale ablösten. Die Zellen wurden in ESsup-Medium resuspendiert, um 
das Trypsin zu inaktivieren und einzelne Zellen zu erhalten. Im Anschluss wurde die 
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Zellsuspension für 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Vorgehensweise 
ermöglichte die Bildung eines Sediments, das aus embryonalen Fibroblasten 
bestand. Der Überstand wurde für 5min bei 800 x g und Raumtemperatur 
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde erneut resuspendiert und entsprechend auf einer 
Zellkulturschale mit Fibroblasten verdünnt.  
Unmittelbar vor der Elektroporation wurden die embryonalen Stammzellen auf 
Gelatine-behandelten Gewebekulturschalen ausgesät, um eine Kontamination durch 
embryonale Fibroblasten auszuschließen und das Wachtum der Stammzellen 
anzuregen. 
 
4.6.8.5 Elektroporation embryonaler Stammzellen 
• GenePulser (Bio-Rad, München) 
• GenePulser Cuvettes, 0,4cm; Elektroporationsküvette (Bio-Rad, München) 
• Elektroporationspuffer; 20mM HEPES, pH 7.0, 137mM NaCl, 5mM KCl,  
0,7mM Na2HPO4, 6mM Glukose, 0,1mM -Mercaptoethanol 
• 1mg/ml Puromycin in MT-PBS (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
• modified Trypsin/EDTA 
 
 Für die Elektroporation wurden embryonale Stammzellen wie beschrieben 
von der Gewebekulturschale durch Behandlung mit modified Trypsin/EDTA abgelöst, 
bei 800 x g und Raumtemperatur zentrifugiert und in kaltem PBS resuspendiert. 
Anschließend wurde die Zellzahl bestimmt und die Zellsuspension mit kaltem 
Elektroporationspuffer auf eine Konzentration von 7x106 Zellen/ml eingestellt und 
800μl in die Elektroporationsküvette überführt. Nach Zugabe von 20μg linearisierter 
DNA mit einer Konzentration von 1μg/μl wurden DNA und Zellen durchmischt. Die 
Elektroporation wurde bei 250V und  500μF durchgeführt. Die Zeitkonstante betrug 
zwischen 5 und 7msec. Nach der Elektroporation wurde die Küvette für 20min auf 
Eis gestellt. Im Anschluss wurden die embryonalen Stammzellen in ESsup-Medium 
resuspendiert und auf Gewebekulturschalen mit Fibroblasten verteilt. 
Einen Tag nach der Transfektion wurde das Kulturmedium gegen ESsup-Medium 
ausgetauscht, das zusätzlich 1μg/ml des Antibiotikums Puromycin enthielt. Die 
Selektion wurde durchgeführt, bis klonale, embryonale Stammzellpopulationen auf 
der Gewebekulturschale zu erkennen waren. 
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4.6.8.6 Selektion und Expansion embryonaler Stammzellen 
• Stemi SV11 (Zeiss, Oberkochen) 
• MT-PBS 
• modified Trypsin/EDTA 
 
 Die resistenten Zellklone konnten etwa sieben bis zehn Tage nach der 
Transfektion isoliert werden. Dazu wurden die Zellen mit MT-PBS gewaschen. Die 
Klone wurden mit einer Pipettenspitze in 25μl MT-PBS in die Vertiefung einer 
unbehandelten 96 Lochplatte überführt. Eine Kontrolle dieses Vorgangs erfolgte mit 
Hilfe eines Stereomikroskops im Dunkelfeld unter der sterilen Werkbank. Danach 
wurden embryonale Stammzellen durch Zugabe von 25μl modified Trypsin/EDTA für 
5min bei 37°C vereinzelt, 50μl ESsup-Medium hinzupipettiert und die Zellen auf eine 
mit embryonalen Fibroblasten bewachsene 96 Lochplatte transferiert. 
Nach zwei Tagen wurden die Zellen gewaschen, mit Trypsin/EDTA behandelt und 
ESsup-Medium hinzugegeben. Die eine Hälfte der Zellsuspension wurde auf eine 
Gelatine-behandelte 96-Lochplatte, die andere Hälfte auf eine mit embryonalen 
Fibroblasten bewachsene 96-Lochplatte überführt. Letztere wurde bis zur Ausbildung 
von Einzelkolonien kultiviert und anschließend eingefroren. Dazu wurden die Klone 
mit MT-PBS gewaschen, mit 75μl modified Trypsin/EDTA behandelt und Einfrier-
medium hinzugegeben. Die Platte wurde versiegelt und bei -80°C eingefroren. 
Auf der Gelatine-behandelten Platte wuchsen die embryonalen Stammzellen bis zur 
Konfluenz, um eine ausreichende Zellzahl zur Präparation genomischer DNA zu 
erhalten. Solche Zellklone, bei denen der Nachweis der stabilen Integration der DNA 
mittels PCR erfolgreich war, wurden aufgetaut und für die weitere funktionelle 
Analyse kultiviert. 
 
4.6.9 Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro 
4.6.9.1 Differenzierung zu Embryoid Bodies 
• modified Trypsin/EDTA 
 
 Embryonale Stammzellen differenzieren bei ausreichender Dichte und 
Entzug des Leukemia Inhibitory Factor, LIF, und embryonaler Fibroblasten spontan 
in verschiedene Zelltypen der drei Keimblätter. Diese Eigenschaft ermöglichte es, die 
Expression bestimmter Gene während der Differenzierung zu verfolgen. 
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Die embryonalen Stammzellen wurden mit modified Trypsin/EDTA behandelt und auf 
Gewebekulturschalen verteilt. Die schnellere Adhäsion embryonaler Fibroblasten 
gegenüber Stammzellen an die Oberfläche der Schale ermöglichte die Separation 
der beiden Zellpopulationen innerhalb einer Stunde. Der Zellkulturüberstand mit den 
embryonalen Stammzellen wurde dann auf Petrischalen für die Bakterienkultur 
verteilt. Eine Adhäsion an der Oberfläche dieser Kulturschalen wurde nicht 
beobachtet. 
Durch Zell-Zell-Interaktion kommt es zur Bildung von Aggregaten, die als Embryoid 
Bodies bezeichnet werden. Diese wurden in Gegenwart von ES-Medium innerhalb 
einer Woche zu zystischen Embryoid Bodies differenziert. Das Medium wurde alle 
zwei Tage gewechselt. 
 
4.6.9.2 Differenzierung zu Endothelzellen 
• 10μg/ml Collagen IV der Maus in 50mM HCl (Becton Dickinson, Heidelberg) 
•  MEM (Invitrogen, Karlsruhe) 
 
Als Alternative zur Kultivierung in Suspension auf bakteriellen Petrischalen 
wurde die Differenzierung embryonaler Stammzellen auf Collagen IV-beschichteten 
Gewebekulturschalen beschrieben (Hirashima et al., 1999; Hirashima et al., 2003; 
Nishikawa et al., 1998). 
 
Differenzierungs-Medium    SFO3-Medium   
 MEM 435 ml  RPMI 1640 240 ml 
Fötales Kälberserum 50 ml  DMEM/F12 240 ml 
L-Glutamin, 200mM 2 mM  L-Gutamin, 200mM 2 mM 
Penicillin/Streptomycin 5 ml  Penicillin/Streptomycin 5 ml 
Pyruvat, 100mM 1 mM  Pyruvat, 100mM 1 mM 
-Mercaptoethanol 100 μM  -Mercaptoethanol 100 μM 
    BSA, 10% (w/v) in MT-PBS 5 ml 
 
Die embryonalen Stammzellen wurden zu 1,5x103/cm2 auf Collagen IV-beschichtete 
Kulturschalen verteilt und für vier Tage in Differenzierungs-Medium kultiviert. Nach 
Zellsortierung und Selektion derjenigen Zellen, die den VEGF-Rezeptor 2, Flk-1, 
jedoch nicht E-Cadherin exprimierten, erfolgte die weitere Kultivierung in SFO3-
Medium. 
Methoden 
 62
4.6.9.3 Differenzierung zu Neuronen 
• 1000x, 1mg/ml Fibronectin, human, in dest. Wasser (Roche, Mannheim) 
• Laminin (Roche, Mannheim) 
• 100x ITS Supplement (Invitrogen, Karlsruhe) 
• Neurobasal™ Medium (Invitrogen, Karlsruhe) 
• 100x N-2 Supplement (Invitrogen, Karlsruhe) 
• MT-PBS 
• modified Trypsin/EDTA 
• 1000x, 85mM Ascorbinsäure in MT-PBS (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
• 1000x, 15mg/ml poly-D,L-Ornithin in MT-PBS (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
• FGF-2; 25μg/ml bovines FGF-2 
in sterilem MT-PBS mit 0,1% (w/v) BSA (R&D Systems, Wiesbaden) 
• SHH; 100μg/ml rekombinantes, aminoterminales Fragment  
von Sonic Hedgehog der Maus  
in sterilem MT-PBS mit 0,1% (w/v) BSA (R&D Systems, Wiesbaden) 
• FGF-8b; 25μg/ml rekombinantes FGF-8b der Maus  
in sterilem MT-PBS mit 0,1% (w/v) BSA (R&D Systems, Wiesbaden) 
• KnockOut™SR (Invitrogen, Karlsruhe) 
• 20mM Tetrahydrobiopterin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
• PFA; 4% Paraformaldehyd (Merck über Fischer Scientific, Frankfurt) in PBS 
 
Bei der Differenzierung embryonaler Stammzellen zu Neuronen in vitro gibt 
es zwei unterschiedliche Vorgehensweisen. Zum einen wurden embryonale Stamm-
zellen in serumfreier Umgebung und Gegenwart bestimmter Wachtumsfaktoren 
kultiviert, die für die Differenzierung zu Neuronen essentiell sind (Lee et al., 2000; 
Tropepe et al., 2001). Zum anderen gelang die Differenzierung in Gegenwart einer 
Primärkultur von Stromazellen (Barberi et al., 2003; Kawasaki et al., 2000). 
 
ITSFn-Medium    N2-Medium   
DMEM/F12 485 ml  Neurobasal™ 484 ml 
Glukose 10 mM  Ascorbinsäure, 15mg/ml 15 μg/ml 
L-Glutamin, 200mM 2 mM  L-Glutamin, 200mM 2 mM 
Penicillin/Streptomycin 5 ml  Penicillin/Streptomycin 5 ml 
ITS Supplement, 100x 5 ml  N-2 Supplement, 100x 5 ml 
Fibronectin, 1mg/ml 1 μg/ml  Laminin, 500μg/ml 1 μg/ml 
    FGF-2, 25μg/ml 10 ng/ml 
    SHH, 100μg/ml 500 ng/ml 
    FGF-8b, 25μg/ml 100 ng/ml 
 
Zunächst wurden embryonale Stammzellen zu 2x104/cm2 in EF-Medium auf 
Petrischalen für die Bakterienkultur für vier Tage zu Embryoid Bodies differenziert. Im 
Anschluss wurden die Embryoid Bodies für einen Tag auf Gewebekulturschalen 
inkubiert. Diese Vorgehensweise ermöglichte die Adhäsion der Zellaggregate an die 
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Oberfläche der Kulturschale. Zellen, die das Intermediärfilament Nestin exprimierten, 
wurden durch Austausch des EF-Mediums gegen serumfreies ITSFn-Medium für 
acht Tage selektioniert. An jedem zweiten Tag wurde das Medium ausgetauscht. Die 
Zellen wurden mit Hilfe von modified Trypsin/EDTA von den Zellkulturschalen gelöst, 
in Wachstumsmedium aufgenommen und 5min bei 220 x g und Raumtemperatur 
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in N2-Medium resuspendiert und die Zellen zu 
2x105/cm2 auf poly-D,L-Ornithin und Laminin beschichtete Gewebekulturschalen 
verteilt. Die Expansion von Zellen, die Nestin ausprägten, erfolgte für weitere sechs 
Tage unter Austausch des N2-Mediums an jedem zweiten Tag. Schließlich fand die 
Differenzierung zu Neuronen in den folgenden zehn Tagen in Gegenwart von N2-
Medium ohne die aufgeführten Wachstumsfaktoren statt. 
Kürzlich wurde die Differenzierung embryonaler Stammzellen in Gegenwart von PA6 
Stromazellen beschrieben (Kawasaki et al., 2000). Bei diesen Zellen handelte es sich 
um eine Primärkultur von Stromazellen aus dem Schädelknochen der Maus. 
 
Differenzierungs-Medium    N2-Medium   
KnockOut™ DMEM 425 ml  Neurobasal™ 470 ml 
KnockOut™ SR 50 ml  Ascorbinsäure, 85mM 85 μM 
L-Glutamin, 200mM 2 mM  L-Glutamin, 200mM 2 mM 
Penicillin/Streptomycin 5 ml  Penicillin/Streptomycin 5 ml 
Pyruvat, 100mM 1 mM  N-2 Supplement, 100x 5 ml 
Nicht-essentielle 
Aminosäuren, 10mM 
  
100 
  
μM 
 
 
Nicht-essentielle 
Aminosäuren, 10mM 
  
100 
 
μM 
-Mercaptoethanol 100 μM  -Mercaptoethanol 100 μM 
    N-2 Supplement, 100x 5 ml 
    Tetrahydrobiopterin, 20mM 100 μM 
 
Konfluente Stromazellen auf einer Gewebekulturschale wurden für 15min bei 
Raumtemperatur mit PFA behandelt und anschließend drei Mal mit PBS gewaschen. 
Die embryonalen Stammzellen wurden zu 200/cm2 auf PFA behandelten PA6-
Stromazellen verteilt und für acht Tage in Differenzierungmedium kultiviert. Ab dem 
vierten Tag wurde das Medium jeden Tag gewechselt. Nach acht Tagen wurden die 
Zellen für weitere sechs Tage in N2-Medium kultiviert. 
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4.7 Tierhaltung 
Die Tierhaltung erfolgte unter sterilen Bedingungen in einem künstlichen 
Tag- und Nachtrhythmus bei kontrollierter Temperatur von etwa 22°C und 55% 
relativer Luftfeuchtigkeit. Jungtiere wurden vier Wochen nach der Geburt vom 
Muttertier getrennt. 
 
4.7.1 Genotypisierung transgener Mäuse 
Die Reaktionsbedingungen für die Analyse des Genotyps der Mäuse flk-1fl/fl, 
flk-1fl/lacZ sowie flk-1fl/fl nestin-Cre und flk-1fl/lacZ nestin-Cre mit Hilfe der PCR unter 
Verwendung von DNA aus Biopsiematerial des Schwanz ergeben sich wie folgt. 
 
 Oligonukleotid A Oligonukleotid B Fragmentlänge Reaktionsbedingungen 
Cre Cre sense Cre antisense 725nt 
5min 94°C, 35x (1min 
94°C, 1min 67°C, 1min 
72°C), 5min 72°C 
loxP 5´ flk-1loxP5´ sense flk-1loxP5´ antisense 214nt 
4min 94°C, 40x (30sec 
94°C, 30sec 55°C, 45sec 
72°C), 5min 94°C 
loxP 3´ flk-1loxP3´ sense flk-1loxP3´ antisense 149nt 
4min 94°C, 40x (30sec 
94°C, 30sec 53°C, 45sec 
72°C), 5min 94°C 
lacZ lacZ sense lacZ antisense 607nt 
4min 94°C, 30x (30sec 
94°C, 45sec 60°C, 45sec 
72°C), 4min 94°C 
 
4.7.2 Präparation des Embryos aus der Maus 
• Stemi SV11 (Zeiss, Oberkochen) 
• Cell Strainer, 100μm (Greiner, Frickenhausen) 
• Glaskugeln, 425-600μm (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
• MT-PBS 
• modified Trypsin/EDTA 
 
Zur Präparation des Embryos eines bestimmten Stadiums der Embryonal-
entwicklung wurden die Elterntiere über einen Zeitraum zusammen in einem Käfig 
gehalten und das Muttertier auf einen mucoiden Vaginal-Plug als Zeichen der 
erfolgten Befruchtung untersucht. Trat der Vaginal-Plug auf, so wurde der Zeitpunkt 
als Tag E0.5 der Embryonalentwicklung angesehen. Zur Entnahme der Embryos 
wurde das Muttertier durch zervikale Dislokation getötet. Die Bauchdecke wurde 
durch einen medianen Schnitt geöffnet, der Uterus entnommen, in kaltes PBS 
überführt und der Embryo unter dem Stereomikroskop von den embryonalen 
Membranen befreit. 
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4.7.3 Präparation embryonaler Fibroblasten 
• Stemi SV11 (Zeiss, Oberkochen) 
• Cell Strainer, 100μm (Greiner, Frickenhausen) 
• Glaskugeln, 425-600μm (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
• MT-PBS 
• modified Trypsin/EDTA 
 
 Primäre, embryonale Fibroblasten wurden für die Kultivierung embryonaler 
Stammzellen in vitro benötigt. Da sie ihre proliferativen Eigenschaften in der 
Zellkultur nur über einen begrenzten Zeitraum besitzen, müssen sie regelmäßig aus 
dem Embryo der Maus gewonnen werden. 
Zur Präparation embryonaler Fibroblasten wurden Embryos der Mauslinie DR4 zum 
Zeitpunkt E13.5 verwendet (Tucker et al., 1997). Die Zellen dieser Linie sind 
aufgrund der Insertion des Puromycin-, und Neomycin-Gens in den Dnmt-Locus 
gegenüber den betreffenden Antibiotika resistent. 
Alle folgenden Schritte wurden unter einer sterilen Werkbank durchgeführt. Vor der 
Präparation der Fibroblasten wurden Kopf und Organanlagen des Embryos unter 
dem Stereomikroskop entfernt. Das Gewebe wurde mechanisch durch Glaskugeln in 
modified Trypsin/EDTA für 30min bei 37°C zerkleinert. Die Zugabe von EF-Medium 
beendete die enzymatische Dissoziation der Zellen. Die Zellsuspension wurde mit 
Hilfe eines Nylonfilters einer Porenweite von 100μm von den groben Geweberesten 
getrennt. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die embryonalen Fibroblasten zu 
2x105/ml auf Gewebekulturschalen verteilt. Die Zellen wurden bis zur Konfluenz 
kultiviert und anschließend kryokonserviert. Bei Bedarf wurden die Fibroblasten 
erneut auf Gewebekulturschalen verteilt und für die Kultivierung embryonaler 
Stammzellen mit Mitomycin C behandelt. 
 
4.7.4 Entnahme von Gewebe 
• Stemi SV11 (Zeiss, Oberkochen) 
• Präparationsbesteck (Fine Science Tools, Heidelberg) 
• Einbettmittel; TissueTek™ (Sakura, Zoeterwoude, NL) 
• MT-PBS 
 
Zur Präparation von Organen wurden die Tiere durch zervikale Dislokation 
getötet, die entsprechenden Gewebe präpariert und in kaltem PBS gewaschen. Für 
histologische Analysen wurden die Organe in Einbettmittel bei -80°C eingefroren. 
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4.7.5 Präparation von Astrozyten aus dem Cerebellum der Maus 
• Stemi SV11 (Zeiss, Oberkochen) 
• Pre-Separation Filter (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) 
• Isoperc; 90% (v/v) Percoll (Amersham Biosciences, Freiburg) in MT-PBS 
• Puffer PG; 2,5μM Phenolrot, 10mM Glukose in MT-PBS, pH 7.4 
• Percoll 30; 30% (v/v) Isoperc in Puffer PG 
• Percoll 60; 60% (v/v) Isoperc, 4μM Trypanblau in Puffer PG 
• Trypsin (Difco über Becton Dickinson, Heidelberg) 
• DNase; 0,5mg/ml DNase in DMEM 
(Difco über Becton Dickinson, Heidelberg) 
• Trypsin/DNase; 0,1mg/ml DNase, 1mg/ml Trypsin, 0,5mM MgSO4,            
6mM NaOH in Puffer PG 
• poly-L-Lysin, 1mg/ml poly-L-Lysin in 0,1M Boratpuffer pH 8.5 
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
 
 Astrozyten wurden aus den Gehirnen von Mäusen postnatal bis zu einer 
Woche präpariert. Da sich das Cerebellum von Mäusen postnatal weiterentwickelt, 
wird zu diesem Zeitpunkt der Präparation eine höhere Anzahl lebender Zellen 
erhalten, als es bei gleicher Vorgehensweise im Vergleich in anderen Regionen, 
beispielsweise des Cortex, der Fall wäre. Ferner hat die Präparation mit Hilfe eines 
diskontinuierlichen Percoll-Gradienten den Vorteil, Astrozyten gegenüber Neuronen 
aufgrund der Dichte-, beziehungsweise Größenunterschiede anzureichern. 
Zunächst wurde die Maus auf Eis gekühlt und anschließend der Kopf vom Rumpf 
getrennt. Nach Präparation des Cerebellum wurden die Meningen und die Pia mater 
unter dem Stereomikroskop entfernt. Das Cerebellum wurde mit Puffer PG 
gewaschen und für 3min bei 37°C in Trypsin/DNase inkubiert. Die Lösung wurde 
entfernt und das Gewebe drei Mal in Puffer PG gewaschen.  
Das Cerebellum wurde in DNase aufgenommen und 15 Mal durch Kanülen unter-
schiedlichen Durchmessers, 18G, 20G und 23G geführt, um eine Suspension zu 
erhalten. Die Zellsuspension wurde mit Hilfe eines sterilen Filters von groben 
Geweberesten getrennt und für 1min bei 150 x g und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet 
wurde in gleichen Volumina DNase und 0,5mM MgSO4 in Puffer PG resuspendiert. 
Im Anschluss wurde in einem Probengefäß ein Dichtegradient durch Überschichten 
von 60% Percoll, 30% Percoll und der Zellsuspension gebildet. Der Gradient wurde 
für 10min bei 150 x g und 4°C zentrifugiert. Die Astrozyten wurden an der Phasen-
grenze zwischen Puffer und 30% Percoll mit Hilfe einer Pipette gesammelt und in 
einem Probengefäß in Puffer PG aufgenommen. Nach einem Zentrifugationsschritt 
für 10min bei 150 x g und 4°C wurde das Zellpellet in EF-Medium mit 10mM Glukose 
resuspendiert, die Zellzahl bestimmt und auf poly-L-Lysin-beschichtete Gewebe-
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kulturschalen verteilt. Die erfolgreiche Präparation von Astrozyten wurde durch eine 
Immunfluoreszenz-Färbung mit Hilfe des spezifischen Antikörpers, der gegen das 
Intermediärfilament GFAP gerichtet ist, nachgewiesen. 
 
4.8 Statistik 
Alle statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe der Software Kaleidagraph 
v3.6 durchgeführt. Der Student`s t-Test wurde zur Bestimmung der Signifikanz 
parametrischer Daten verwendet, beispielsweise im Rahmen eines Vergleichs von 
lediglich zwei Versuchsgruppen, die entweder ohne oder in Gegenwart eines 
Stimulus inkubiert wurden. Darüberhinaus wurden keine gepaarten Messungen 
vorgenommen. Daher fand ausschließlich der ungepaarte t-Test Verwendung. Die 
Nullhypothese wurde auf der 5% Basis, p < 0.05, verworfen. 
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5 Ergebnisse 
5.1 Differenzierung embryonaler Stammzellen der Maus zu 
Neuronen in vitro 
5.1.1 Etablierung flk-1 pe eGFP-transgener, embryonaler Stammzellen 
 In der vorliegenden Arbeit wurden die regulatorischen Elemente des murinen 
vegfr-2-, flk-1-Gens verwendet, um das grünfluoreszierende Protein eGFP in 
embryonalen Stammzellen der Maus zu exprimieren.  
Die Expression wurde zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung in vitro mit 
Hilfe der Durchfluss-zytometrie verfolgt (Abb. 4D). Die verwendeten DNA-Sequenzen 
beinhalteten ein 939bp langes Promotor-Fragment und einen 2,3kb umfassenden 
Abschnitt des ersten Introns des flk-1-Gens (Abb. 4C). Diese Elemente wurden 
bereits benutzt, um die Proteine eGFP, -Galactosidase sowie die Rekombinase Cre 
in embryonalen Stammzellen und transgenen Mäusen zu exprimieren (Hirai et al., 
2003; Kappel et al., 1999; Licht et al., 2004). Die Analyse der -Galactosidase und 
eGFP-exprimierenden Mäuse zeigte, daß die Expression kurze Zeit nach der 
Ausprägung des endogenen Rezeptors Flk-1 an Tag E7.5 der Embryonalentwicklung 
beginnt. Die Expression beschränkte sich auf Endothelzellen und war nicht in 
hämatopoetischen Zellen oder mesodermalen Vorläuferzellen nachzuweisen. Sowohl 
ß-Galactosidase als auch Flk-1 wurden nicht in adulten, transgenen Tieren exprimiert 
(Kappel et al., 1999). Hingegen gab es deutliche Unterschiede bei der Expression 
des Reportergens eGFP, die auf fehlende regulatorische Elemente im Vergleich zum 
endogenen flk-1-Gen zurückgeführt werden. So wurde eGFP lediglich in einer 
Subpopulation derjenigen Vorläuferzellen exprimiert, die zu Endothelzellen, jedoch 
nicht zu hämatopoetischen Zellen differenzieren (Hirai et al., 2003).  
Die Expression von -Galactosidase und Cre unter der Kontrolle der endogenen, 
regulatorischen Elemente belegte die Existenz Flk-1-exprimierender Vorläuferzellen, 
aus denen Endothelzellen, hämatopoetische Zellen sowie Muskelzellen hervorgehen 
(Motoike et al., 2003; Shalaby et al., 1995). 
Die Analyse der Regulation des flk-1-Gens in vitro und in vivo zeigte, daß die 
Expression durch Sequenzabschnitte kontrolliert wird, an die Mitglieder der Familie 
der Ets- und der Hypoxia Inducible Factor-, HIF-, Transkriptionsfaktoren binden. 
CeGFP
-640 +299 +1677 +3947
flk
-1
 p
e 
eG
FP
flk-1 lacZ/wt flk-1 pe eGFP wt-
482bp
A HIF
Ets
GATA
Hex
Exon I Intron 5´ Intron 3´
HoxB5
SCL/Tal1
flk-1 locus
-640 +299 +3947+3437
D
30.03 2.43
61.97 5.57
35.07 0.46
64.43 0.03
Kultivierung der E-Cadherin  Flk-1  Zellen
auf Collagen IV-beschichteten Kulturschalen
- +eGFP
F
lk
-1
Luciferase
B -640 +299
0
20
40
60
80
100
re
la
ti
ve
 L
U
cEts-1
mEts-2
HIF1α
HIF2α
40
30
20
10
0
Ko
nt
ro
lle
flk
-1
 P
ro
m
ot
or
Hypoxie 1% O  ,16h
Normoxie
2
Ergebnisse 
 69
Ferner wurde die Zelltypspezifität durch einen Sequenzabschnitt des ersten Introns 
des flk-1-Gens vermittelt (Kappel et al., 1999; Kappel et al., 2000). 
In dieser Arbeit wurden humane A293-Zellen mit DNA, die für Mitglieder der Familie 
der Ets- und HIF-Transkriptionsfaktoren, Ets-1, Ets-2 sowie HIF1 und HIF2, 
kodierte, und einem Plasmid transfiziert, das den beschriebenen flk-1-Promotor und 
das Luciferase-Reportergen umfasste. Die Luciferaseaktivität nahm insbesondere 
nach Transfektion der Plasmide Ets-1 und HIF2 mit steigender DNA-Konzentration 
zu. (Abb. 4A, 4B). Offensichtlich liegt eine Spezifität gegenüber einzelnen Mitgliedern 
der Transkriptionsfaktorfamilien vor. Darüberhinaus war das flk-1-Reporterplasmid 
gegenüber hypoxischen Bedingungen responsiv. Nach Transfektion der Zellen führte 
Hypoxie für einen Zeitraum von 16h zu einer signifikanten Stimulation des flk-1-
Promotors (Abb. 4B). 
Durch Elektroporation wurden hier murine, embryonale Stammzellen mit dem 
kürzlich beschriebenen Plasmid pflk-1 pe eGFP transfiziert (Hirai et al., 2003). Die 
stabile Integration der DNA in das Genom der Zellinie flk-1lacZ/wt, bei der ein Allel des 
flk-1-Gens durch Insertion von lacZ inaktiviert worden war, sowie der parentalen 
Wildtypzellinie wurde mit Hilfe der PCR genomischer DNA nachgewiesen (Abb. 4C). 
Während lediglich eine Linie durch Transfektion von Wildtypzellen etabliert werden 
konnte, gelang die Amplifikation des DNA-Sequenzabschnitts in mehreren Zellinien 
des Genotyps flk-1lacZ/wt. Die Unterschiede in der Signalintensität amplifizierter PCR-
Produkte sind auf die Menge integrierter DNA zurückzuführen. 
 
 
Abbildung 4 Etablierung flk-1 pe eGFP transgener ES-Zellen 
A, Schematische Darstellung der regulatorischen Sequenzen des flk-1-Promotor, 
Enhancer B, Regulation der transkriptionellen Aktivität des flk-1-Promotor durch 
Expression von Mitgliedern entsprechender Transkriptionsfaktorfamilien oder unter 
Hypoxie. Bestimmung der Luciferaseaktivität nach Transfektion von A293-Zellen. 
Titration der Expressionsplasmide, die für Transkriptionsfaktoren kodieren, durch 
Transfektion der Plasmide in steigender Konzentration. Angabe des Lumineszenz-
werts relativ gegenüber der Aktivität eines Referenzplasmids bestehend aus dem 
prokaryotischen lacZ-Gen unter der Kontrolle regulatorischer Sequenzen des 
konstitutiv-aktiven CMV-Promotors. Berechnung des Mittelwerts und der Standard-
abweichung aus vier unabhängigen Ansätzen im Rahmen des Experiments. C, 
PCR genomischer DNA zum Nachweis eines 428bp DNA-Sequenzabschnitts des 
Transgens flk-1 pe eGFP in embryonalen Stammzellen des Wildtyps sowie des 
Genotyps flk-1wt/lacZ. Nachweis gegenüber Ansätzen ohne DNA (-) und mit DNA 
aus Zellen des Wildtyps (wt) D, Differenzierung von Stamm- zu Endothelzellen auf 
Collagen IV-beschichteten Zellkulturschalen in vitro. Nachweis der Expression von 
Flk-1 und eGFP mit Hilfe der Durchflusszytometrie. Bestimmung der prozentualen 
Verteilung einzelner Zellpopulationen nach Einteilung des Dot Plots in Quadranten. 
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Zur Expressionsanalyse wurden die Zellinien in Abwesenheit von LIF zum einen für 
vier Tage adhärent auf Collagen IV-beschichteten Zellkulturschalen, zum anderen für 
acht Tage in Suspensionskultur auf Petrischalen zu Sphäroiden differenziert.  
Nach Differenzierung der Stammzellen auf Collagen IV-beschichteten Gewebekultur-
schalen in vitro wurden in flk-1 pe eGFP-transgenen Zellen mit Hilfe der Durchfluss-
zytometrie neben einer Zellpopulation, die sowohl Flk-1 als auch eGFP exprimierte, 
Zellen nachgewiesen, die lediglich den Rezeptor oder das Reportergen ausprägen 
(Abb. 4D). So wurden etwa 30% Flk-1+- und 2,5% Flk-1+GFP+-Zellen detektiert. 
Diese entsprechen nach gegenwärtigem Verständnis der Zellpopulation, die zu reifen 
Endothelzellen differenziert, während Flk-1+-Zellen Angioblasten repräsentieren, die 
sowohl zur Hämatopoese als auch zur Vaskulogenese beitragen (Hirai et al., 2003; 
Kappel et al., 1999; Licht et al., 2004). Darüberhinaus exprimierten etwa 5% der 
Zellen ausschließlich eGFP. Bei diesen Zellen wurde die Expression von eGFP 
offensichtlich durch regulatorische Elemente des Integrationsorts bestimmt. Der 
Vergleich differenzierter Zellen des Wildtyps mit Zellen der transgenen Linie machte 
deutlich, daß im Anschluss an den ersten Schritt der Differenzierung zu reifen 
Endothelzellen in vitro etwa ein Drittel aller Zellen den Rezeptor Flk-1 exprimierten.  
In einem zweiten Schritt wurde nun eine Population E-Cadherin-Flk-1+-Zellen durch 
Fluoreszenz-aktivierte oder magnetische Zellsortierung isoliert und wie beschrieben 
auf Collagen IV-beschichteten Gewebekulturschalen zu Endothelzellen differenziert 
(Hirashima et al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit war es nicht möglich, die 
angereicherte Zellpopulation nach der magnetischen Sortierung zu Endothelzellen zu 
differenzieren. Deswegen wurde die Differenzierung embryonaler Stammzellen zu 
Sphäroiden in vitro benutzt, um die Expression von eGFP in Endothelzellen, die 
CD31 oder VE-Cadherin an der Zelloberfläche exprimieren, nachzuweisen (Abb. 5A). 
Die Analyse einzelner Gefrierschnitte zeigte zunächst eine Verteilung der Expression 
von eGFP über den gesamten Querschnitt des Sphäroids. Hingegen war die 
Ausprägung der Oberflächenantigene CD31 und VE-Cadherin auf bestimmte Areale, 
zum Beispiel bei CD31 im Randbereich, beschränkt (Abb. 5Bb, 5Db). 
 
Abbildung 5 Differenzierung embryonaler Stammzellen zu Embryoid Bodies 
A, Differenzierung flk-1 pe eGFP-transgener Stammzellen zu Embryoid Bodies 
durch Kultivierung in Suspension für einen Zeitraum von acht Tagen in vitro. 
Untersuchung von 10μm-Gefrierschnitten einzelner Embryoid Bodies bezüglich der 
Kolokalisation von eGFP mit den Oberflächenantigenen CD31, B, E-Cadherin, C 
und VE-Cadherin, D, durch Immunfluoreszenzmikroskopie. 
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Insbesondere eGFP und CD31 zeigten hier eine deutliche Kolokalisation. Pfeile 
heben diejenigen CD31+-Zellen hervor, die zu einem unterschiedlichen Ausmaß 
eGFP exprimieren (Abb. 5Bc’’). 
Interessanterweise war die Expression von VE-Cadherin gering und lässt keine 
Interpretation im Hinblick auf die Kolokalisation mit eGFP zu (Abb. 5Dc’’). So wurde 
kürzlich die Differenzierung embryonaler Stammzellen zu Sphäroiden mit einem 
Verfahren verglichen, das auf der parallelen Kultivierung in Gegenwart von OP9-
Stromazellen beruht. Nach der enzymatischen Dissoziation der Embryoid Bodies und 
der folgenden Inkubation über einen Zeitraum von sieben Tagen wurden etwa 3% 
VE-Cadherin+Flk-1+-Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie detektiert (Zhang et al., 
2005). Hingegen wurde durch adhärente Kultivierung ein Anteil von bis zu 25% 
dieser Zellpopulation erzielt. Offenbar ist die Differenzierung in Gegenwart von 
Stromazellen besser geeignet, eine Anreicherung der Endothelzellen zu erzielen, 
beispielsweise zur Förderung der Neovaskularisierung nach Transplantation in den 
adulten Organismus (Yurugi-Kobayashi et al., 2003).  
Die Fähigkeit Strukturen bilden zu können, die primitiven Gefäßen ähnlich sind, 
unterstreicht die Bedeutung von Embryoid Bodies als ein Modell zur Untersuchung 
der Angiogenese in vitro (Vailhe et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit wurden 
solche zellulären Strukturen nachgewiesen (Abb. 5Ca’’, 5Dc’’). Im weiteren Verlauf 
wurden diese Sphäroide in einem ersten, ungerichteten Schritt der Differenzierung 
embryonaler Stammzellen zu neuronalen Zellen verwendet. 
 
5.1.2 Charakterisierung in vitro differenzierter Neuronen 
Die Differenzierung embryonaler Stammzellen zu neuronalen Vorläuferzellen 
in vitro, wurde in dieser Arbeit sowohl durch die Aggregation zu Sphäroiden als auch 
durch die parallele Kultivierung auf PA6-Stromazellen induziert (Kawasaki et al., 
2000; Lee et al., 2000). Der zunächst ungerichteten Differenzierung durch Bildung 
der Embryoid Bodies folgte die Kultivierung adhärent-wachsender Zellen in serum-
freiem Medium (Abb. 6A). Nach einer Woche wurde das Wachstum neuronaler 
Vorläuferzellen durch Zugabe der Faktoren FGF-2, FGF-8b und Shh selektiv 
gefördert. Die Differenzierung der Zellen zu Neuronen wurde nach einer weiteren 
Woche durch Entzug dieser Faktoren eingeleitet. Die weitere Kultivierung erfolgte 
gegebenenfalls in Gegenwart des neurotrophen Faktors BDNF. 
CB
Nestin
Otx1
Otx2
Pax2
Pax5
Wnt1
Dlx5
Emx1
Emx2
GAPDH
ES N ES N ES N
flk-1wt/wt flk-1lacZ/lacZ -/-VEGF
Musterbildung
Neurulation
A
Serumfreie
Kultivierung
Tag 4 5 13 19 28
Differenzierung in 
Gegenwart eines
neurotrophen Faktors
Zugabe von
FGF-2, FGF-8b
und Shh
Bildung von
Embryoid Bodies
0
MAP2ab
50μm
βTubulin III GAP-43
Ergebnisse 
 72
Das Verfahren ermöglicht die Analyse differentieller Genexpression durch subtraktive 
Hybridisierung und schließt die Kontamination durch zusätzliche Zellpopulationen, 
wie zum Beispiel Stromazellen, aus. 
Differenzierte Zellen des Wildtyps exprimierten Neuron-spezifische Proteine, zum 
Beispiel Tubulin III, MAP2ab und GAP-43 (Abb. 6B). Im Anschluss wurde die 
Transkription einzelner Gene, die im Rahmen der Neurulation oder Musterbildung 
während der Entwicklung des Nervensystems ausgeprägt werden, verglichen. Nach 
Durchführung einer RT-PCR wurde die differentielle Expression der Mitglieder 
homologer Homeobox-enthaltender Proteinfamilien aus Drosophila, orthodenticle, 
Otx1, und empty spiracles, Emx1, in differenzierten Zellen des Wildtyps, flk-1wt/wt, 
gegenüber Zellen mit einer Inaktivierung des vegfr-2-Gens, flk-1lacZ/lacZ, festgestellt 
(Abb. 6C). Interessanterweise wurde in beiden Zellpopulationen keine Transkription 
derjenigen Gene nachgewiesen, die für Pax2, Pax5 und Wnt1 kodieren. Zur Kontrolle 
wurden diese Transkripte daher in neuronal-differenzierten Stammzellen mit einer 
Inaktivierung des vegf-Gens, vegf-/-, identifiziert (Abb. 6C).  
Es ist bekannt, daß die kombinatorische und im heranwachsenden Embryo räumlich 
begrenzte Expression unterschiedlicher Musterbildungsgene Zellen eine regionale 
Identität verleiht (zur Übersicht O'Leary und Nakagawa, 2002). Offenbar trägt die 
Expression des Rezeptors VEGFR-2, Flk-1, zu einer unterschiedlichen Identität in 
den differenzierenden Zellen bei. Es ist jedoch unklar, ob Endothelzellen bei diesem 
Vorgang einen instruierenden Einfluss besitzen. Die differentielle Expression von 
Pax2, Pax5 und Wnt1 in neuronal-differenzierten Stammzellen des Genotyps vegf-/- 
gegenüber flk-1lacZ/lacZ und des Wildtyps ist interessant, weil die Ausprägung des 
vegf-Gens offenbar mit weiteren Signalwegen verbunden ist und daher dessen 
Inaktivierung eine verschiedene, zelluläre Identität determiniert. 
Die Differenzierung embryonaler Stammzellen durch Kultivierung auf PA6-Stroma-
zellen wurde hier in serumfreiem Medium durchgeführt. Durch die geringe Dichte der 
Zellen zu Beginn des Experiments wurden Kolonien erhalten. 
 
Abbildung 6 Neuronale Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro 
A, Schematische Darstellung des zeitlichen Verlaufs der neuronalen 
Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro. B, Charakterisierung neuronal-
differenzierter Zellen gegenüber MAP2ab, Tubulin III und GAP-43 mittels 
Immunfluoreszenzmikroskopie. C, Nachweis und Vergleich der Expression von 
Musterbildungsgenen embryonaler Stammzellen (ES) und neuronal-differenzierter 
Zellen (N) mit Hilfe der RT-PCR. 
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Nach Differenzierung flk-1 pe eGFP-transgener, embryonaler Stammzellen wurde in 
einigen Zellen dieser Kolonien die Kolokalisation der Expression von E-Cadherin und 
eGFP beobachtet (Abb. 7A). Die Ausprägung von eGFP war jedoch nicht in allen E-
Cadherin+-Zellen nachzuweisen. Darüberhinaus wurde keine Kolokalisation von 
eGFP- und Nestin-exprimierenden Zellen festgestellt (Abb. 7A). Die Expression von 
Nestin war hier auf Zellen im Randbereich der Kolonie beschränkt. Der Vergleich von 
Zellen mit dem Genotyp flk-1wt/wt und flk-1lacZ/lacZ machte deutlich, daß die Anzahl der 
Kolonien im Fall der Inaktivierung des flk-1-Gens deutlich zunahm (Abb. 7B, 7C). 
Umgekehrt nahm die Zahl der GFAP-exprimierenden Zellen ab (Abb. 7B). Die 
Expression von Tubulin III und MAP2ab verdeutlicht jedoch die Differenzierung zu 
Neuronen in vitro unabhängig vom Genotyp (Abb. 7C). 
Die Bestimmung der Zahl -Tubulin III-exprimierender Kolonien ließ eine Zunahme 
gegenüber der Anzahl der Stammzellen zu Beginn der Differenzierung erkennen 
(Abb. 7C). Die Anzahl der Kolonien, die bei Stammzellen des Wildtyps flk-1wt/wt 
erhalten wurde, war geringer im Vergleich zu denjenigen Experimenten, die mit der 
Zellinie EB5 durchgeführt worden waren (Kawasaki et al., 2000). Bei dieser Zellinie 
liegt die Insertion des Gens, das die Resistenz gegenüber dem Antibiotikum 
Blasticidin vermittelt, in ein Allel des Oct3/4-Locus vor. Es wurde gezeigt, daß das 
Protein Oct3/4 nur in undifferenzierten, embryonalen Stammzellen exprimiert wird 
und für die pluripotenten Eigenschaften essentiell ist. Die Antibiotikumresistenz 
wurde daher ausschließlich zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung des Organismus 
vermittelt (Niwa et al., 2000). Diese Vorgehensweise ermöglichte die Differenzierung 
ausgehend von einer Population undifferenzierter Zellen. 
 
 
 
Abbildung 7 Charakterisierung embryonaler Stammzellen nach neuronaler 
Differenzierung durch Kultivierung auf Stromazellen in vitro. 
A, Nachweis der Kolokalisation eGFP- und E-Cadherin- beziehungsweise Nestin-
exprimierender Zellen nach der Differenzierung flk-1 pe eGFP-transgener Stamm-
zellen durch Immunfluoreszenzmikroskopie. Hervorhebung der Kolokalisation B, 
Vergleich der zellulären Expression von GFAP, Nestin und E-Cadherin nach 
Differenzierung der embryonalen Stammzellen flk-1wt/wt und flk-1lacZ/lacZ in vitro. 
Hervorhebung einzelner Kolonien C, Vergleich der Expression von Tubulin III 
und MAP2ab nach Differenzierung von embryonalen Stammzellen flk-1wt/wt und 
flk-1
lacZ/lacZ in vitro. Quantifizierung des Anteils Tubulin III+ Kolonien gegenüber 
der Anzahl ausplattierter Zellen zu Beginn der Differenzierung. Berechnung des 
Mittelwerts und der Standardabweichung nach Auswertung von vier Ansätzen aus 
zwei unabhängig durchgeführten Experimenten. 
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Nach gegenwärtigem Verständnis wurden nach der Differenzierung embryonaler 
Stammzellen mit Hilfe eines Wachstumsfaktor-supplementierten Mediums oder der 
Kultivierung in Gegenwart von Stromazellen PA6 Dopamin-produzierende Neuronen 
erhalten (Kawasaki et al., 2000; Lee et al., 2000). Interessanterweise wurde die 
Differenzierung in Gegenwart der Stromazellen auf einen bisher nicht näher 
untersuchten Faktor, der sogenannten Stroma cell derived activity, SDIA, zurück-
geführt (Kawasaki et al., 2000; Lee et al., 2000).  
Offenbar beeinflusste die Expression des Rezeptors VEGFR-2, Flk-1, die Bildung 
derjenigen Kolonien, die Ausgangspunkt für die Entwicklung neuronaler Zellen sind, 
zu einem Zeitpunkt der Differenzierung auf Stromazellen, der hier durch die 
Ausprägung von E-Cadherin indiziert wird.  
Schließlich war die Anzahl der GFAP-exprimierenden Zellen von der Expression des 
Rezeptors abhängig. Die immunhistochemische Charakterisierung mit Hilfe eines 
Antikörpers, der gegen GFAP gerichtet ist, reicht nicht aus, um zwischen Astrozyten 
und proliferierenden, neuronalen Vorläuferzellen zu unterscheiden. Durch Nachweis 
teilungsaktiver Zellen mit dem Thymidin-analogen Nukleotid BrdU lässt sich der 
Anteil GFAP+BrdU+-Vorläuferzellen bestimmen. Der Vergleich dieser Zellpopulation 
nach Differenzierung der Zellen mit dem Genotyp flk-1wt/wt und flk-1lacZ/lacZ auf 
Stromazellen in vitro ist im Hinblick auf einen Zusammenhang zwischen Neuro- 
sowie Gliogenese und dem Rezeptor Flk-1 von unmittelbarer Bedeutung. 
 
5.1.3 Subtraktive Hybridisierung der Transkripte in vitro differenzierter 
Neuronen 
 Die cDNA neuronal-differenzierter, embryonaler Stammzellen wurde als 
Ausgangsmaterial für die subtraktive Hybridisierung benutzt. Zum einen handelte es 
sich um Stammzellen des Wildtyps, zum anderen wurden bereits beschriebene 
Stammzellen mit einer Inaktivierung des flk-1-Gens verwendet (Nagy et al., 1993; 
Shalaby et al., 1995). Die embryonalen Stammzellen wurden zunächst zu Embryoid 
Bodies aggregiert. Im Anschluss fand die gerichtete Differenzierung durch adhärente 
Kultivierung in Gegenwart eines definierten Mediums statt, das mit den Wachstums-
faktoren FGF-2, FGF-8b und Shh supplementiert wurde. Die Differenzierung zu 
Neuronen wurde durch Entzug der Wachstumsfaktoren induziert (Lee et al., 2000). 
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Nach Präparation wurden je 2μg polyadenylierter RNA für die Synthese der doppel-
strängigen cDNA verwendet. Diese cDNA-Präparationen wurden nicht nur für die 
subtraktive Hybridisierung sondern auch für die Bestätigung differentieller Expression 
durch die reverse Northern Blot Analyse eingesetzt (Abb. 3C). 
Im folgenden werden die jeweiligen cDNA Aliquots als Tester und Driver bezeichnet. 
Die zu untersuchende Tester cDNA wurde von der Driver cDNA subtrahiert. Es 
wurden Subtraktionen in beide Richtungen sowie eine Kontrollsubtraktion durch-
geführt. In beide Richtungen bedeutet, daß die cDNA neuronal-differenzierter, 
embryonaler Stammzellen des Wildtyps zum einen als Driver und zum anderen als 
Tester benutzt wurde (Abb. 3A, 3B). Das Kontrollexperiment beruhte auf der 
Subtraktion humaner cDNA des Skelettmuskels als Driver und der identischen cDNA 
mit dem Zusatz der DNA des Genoms des Bakteriophagen X174  nach Spaltung 
durch das Restriktionsenzym HaeIII als Tester. Erfolgte im Anschluss an die 
subtraktive Hybridisierung eine Amplifikation der Restriktionsfragmente durch PCR, 
deutet das Resultat auf eine erfolgreiche Subtraktion hin. 
Die subtrahierte cDNA wurde im Anschluß in den pCR®2.1 Vektor kloniert und in den 
E. coli Bakterienstamm One Shot®INVF transformiert. Jede cDNA-Bibliothek wurde 
auf selektivem LB-Agar ausplattiert. 
Die Suche nach denjenigen cDNAs, die trotz Subtraktion in beiden cDNA-
Bibliotheken repräsentiert sind, erfolgte mit Hilfe der Southern Blot Analyse. Die DNA 
einzelner cDNA-Klone wurde nach Spaltung durch das Restriktionsenzym NotI 
gelelektrophoretisch getrennt und auf zwei Nylonmembranen immobilisiert. Jeweils 
eine Membran wurde mit der subtrahierten cDNA einer Richtung hybridisiert. Klone, 
die nach Hybridisierung mit derjenigen cDNA, die das Ausgangsmaterial für die 
Bibliothek einer Richtung darstellte, ein Signal zeigten, jedoch nicht mit cDNA der 
Bibliothek der anderen Richtung, lagen differentiell exprimiert vor (Abb. 3D). 
Anschließend wurden 62 differentiell exprimierte Klone sequenziert. Die Sequenzen 
wurden mit den Daten der non-redundant-Datenbank verschiedener Spezies des 
NCBI verglichen. Für den Vergleich wurde der BLAST-Algorithmus verwendet. 
In Tabelle 1 sind nach Sequenzvergleich diejenigen Gene aufgeführt, die differentiell-
exprimierten cDNAs entsprechen. Die Liste ist in zwei Bereiche geteilt. Zum einen 
umfasst sie solche Gene, die in Zellkulturen neuronal-differenzierter, embryonaler 
Stammzellen mit einer Inaktivierung des flk-1-Gens gegenüber Zellen des Wildtyps 
repräsentiert sind A, und zum anderen Gene, die in diesen Kulturen nicht vorliegen, 
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B. Die Zahl verschiedener, differentiell-exprimierter Gene ist unter Berücksichtigung 
der Häufigkeit beziehungsweise Redundanz, mit der einzelne Gene wie zum Beispiel 
PEA-15 oder Laminin 1 repräsentiert werden, gering. Das Resultat überrascht in 
Anbetracht der Möglichkeiten, die im Rahmen der Kultivierung nach Inaktivierung des 
flk-1-Gens zu einer differentiellen Expression führen. 
Ist die Stimulation des VEGF-vermittelten Signalwegs durch den VEGFR-2, Flk-1, mit 
einem zellulären „Programm“ verknüpft, das für den Zelltyp, auf dessen Oberfläche 
der Rezeptor exprimiert wird, einzigartig und mit der Transkription entsprechender 
Gene de novo verbunden ist, sollte die Zahl differentiell exprimierter Gene nach 
Inaktivierung des Rezeptors höher sein. Derartige zelluläre „Programme“ stellen 
beispielsweise die Differenzierung zu entsprechenden Zelltypen und die Proliferation 
dar. 
Schließlich ist bei dieser Vorgehensweise nicht ausgeschlossen, daß die weitere 
Sequenzierung beliebiger cDNA-Klone zur Identifikation zusätzlicher, differentiell-
exprimierter cDNAs führt. So wurden zum Beispiel die Homeobox-enthaltenden 
Transkriptionsfaktoren Emx1 und Otx1 nicht aufgefunden.  
Viele der identifizierten Gene wurden bereits durch Experimente im Hinblick auf ihre 
physiologische Rolle entweder mit der neuronalen Entwicklung oder mit dem VEGF-
vermittelten Signalweg in Verbindung gebracht. Sie lassen sich zu einzelnen 
Gruppen zusammenfassen. So ist die VEGF-vermittelte  Regulation der Translation 
durch p23 Ausgangspunkt einer Interaktion mit dem Elongationsfaktor eEF-1. 
Interessant ist die Identifikation des Gens, das für PEA-15, Phosphoprotein enriched 
in astrocytes, kodiert. So wurde die differentielle Expression eines diesem Gen 
entsprechenden cDNA-Klons, #159, durch Reverse Northern Analyse mit cDNA 
neuronal differenzierter flk-1wt/wt- gegenüber flk-1lacZ/lacZ-Zellen bestätigt (Abb. 3C). 
 
 
Tabelle 1 Untersuchung der differentiellen Genexpression nach 
neuronaler Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro 
Liste sequenzierter cDNA-Klone, die nach neuronaler Differenzierung Stammzellen 
flk-1
wt/wt und  flk-1lacZ/lacZ mit Hilfe der subtraktiven Hybridisierung in Verbindung mit 
der PCR erhalten worden sind und differentiell-exprimierten Genen entsprechen. 
Angabe der Redundanz mehrfach identifizierter cDNAs unter Berücksichtigung der 
Gesamtzahl,  , sequenzierter cDNAs. A, Liste differentiell-exprimierter Gene, die 
in flk-1lacZ/lacZ-differenzierten Stammzellen gegenüber flk-1wt/wt repräsentiert sind 
(Abb. 3B, +) B, Liste differentiell-exprimierter Gene, die in flk-1wt/wt differenzierten 
Stammzellen gegenüber flk-1lacZ/lacZ vorliegen. 
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5.2 PEA-15 ist Bestandteil des VEGF-vermittelten Signalwegs 
 Die Expression des Phosphoprotein enriched in astrocytes, PEA-15, wurde 
insbesondere in Astrozyten nachgewiesen. Es wurden zwei Phosphorylierungsstellen 
charakterisiert (Kubes et al., 1998). Die beiden Serinreste S104 und S116 wurden zum 
einen durch die Proteinkinase C und zum anderen durch die Calmodulin-abhängige 
Kinase, CaMKII, phosphoryliert. Ferner besitzt das Protein eine aminoterminale 
Todeseffektordomäne, Death Effector Domain oder DED (Abb. 8B). Es wurde 
gezeigt, daß die DED mit der Domäne weiterer Mitglieder des zellulären Apoptose-
wegs, FADD sowie Caspase-8, interagiert und daher Bestandteil des Death Inducing 
Signaling Complex, DISC ist (Condorelli et al., 1999; Kitsberg et al., 1999). 
Es wurde experimentell belegt, daß PEA-15 an der Regulation des programmierten 
Zelltods nach Stimulation des CD95- und TNF-Signalwegs beteiligt ist. So war die 
Inhibition in immortalisierten, embryonalen Fibroblasten NIH/3T3 nach Stimulation 
des CD95-vermittelten Apoptosewegs von der Phosphorylierung der betreffenden 
Aminosäurereste abhängig. Hingegen wurde die TNF-vermittelte Apoptose un-
abhängig von der Phosphorylierung des Proteins unterdrückt. (Estellés et al., 1999). 
In einer Primärkultur von Astrozyten aus pea-15-defizienten Mäusen wurde eine 
deutliche Zunahme des TNF-induzierten, programmierten Zelltods nachgewiesen 
(Kitsberg et al., 1999). Schließlich unterdrückte PEA-15 den Zelltod nach Stimulation 
durch TRAIL, Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand, in TRAIL-
resistenten Glioma-Zellen. Die Sensitivität dieser Zellen gegenüber der Apoptose 
wurde durch pharmakologische Inhibition der Phosphorylierung von PEA-15 wieder-
hergestellt (Xiao et al., 2002).  
Es wurde beobachtet, daß die Expression von PEA-15 während der Embryonal-
entwicklung der Maus an Tag E12.5 beginnt und ihr Maximum postnatal nach zwei 
Wochen erreicht (Danziger et al., 1995). Das Protein wurde im Vergleich zu anderen 
Arealen des Gehirns adulter Mäuse in Astrozyten des Hippocampus besonders stark 
exprimiert. Das Gen kodierte für zwei Transkripte einer Länge von 2.5kb und 1.7kb 
(Abb. 8A) (Estellés et al., 1996). 
 
Abbildung 8  A, Northern Blot Analyse der Transkription von PEA-15 in den verschiedenen 
Organen Hirn (Br), Herz (H), Niere (K),  Leber (Li) und Lunge (Lu) B, Räumliche 
Darstellung der Proteinstruktur der Todeseffektordomäne von PEA-15 und der 
Todesdomäne von FADD. Aminosäurereste, die für Proteininteraktion im Rahmen 
der Bildung des Death inducing signaling complex sind, sind farbig hervorgehoben. 
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5.2.1 Etablierung und Charakterisierung PEA-15-exprimierender Zellinien 
 In dieser Arbeit wurden immortalisierte, embryonale NIH/3T3-Fibroblasten 
mit DNA transfiziert, die für ein eGFP PEA-15-Fusionsprotein kodiert. Die Expression 
wurde durch den konstitutiv-aktiven, viralen CMV-Promotor reguliert. Neben eGFP 
war PEA-15 mit der Wildtypsequenz sowie den Mutationen D74A, S104A und S116A 
Bestandteil der Fusionsproteine. Während die Mutationen S104A und S116A nach 
Austausch der Serin- durch Alaninreste die Phosphorylierung durch entsprechende 
Kinasen verhinderte, unterdrückte die Mutation D74A die Bindung des Proteins an die 
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen ERK1 und ERK2. Die erfolgreiche Expression des 
Proteins PEA-15 wurde durch Nachweis der Fluoreszenz mit Hilfe der Durchfluss-
zytometrie festgestellt. 
Es wurde berichtet, daß das Protein PEA-15 die Ras-vermittelte Stimulation des 
MAP-Kinasewegs inhibiert und auf diese Weise die Aktivierung von Integrinen 
reguliert (Ramos et al., 1998). Nach Serum-vermittelter Stimulation des MAP-
Kinasewegs unterdrückte PEA-15 die Phosphorylierung der Substrate dieses Signal-
wegs. Dieser Regulationsmechanismus war von der zellulären Lokalisation des 
Substratproteine abhängig. So wurde das nukleäre Protein Elk1 im Gegensatz zu 
Proteinen, die wie beispielsweise Stathmin im Cytoplasma der Zelle lokalisiert sind, 
nicht phosphoryliert (Formstecher et al., 2001). Ferner hatte die Expression von 
PEA-15 keinen Einfluß auf die Phosphorylierung von ERK1 und ERK2. Die 
Ausprägung führte zu einer stärkeren und über einen längeren Zeitraum 
andauernden Stimulation des Signalwegs. 
Es wurde gezeigt, daß die Lokalisation von PEA-15 unabhängig vom Stimulus 
ausschließlich auf das Cytoplasma der Zelle beschränkt ist. Obwohl die Größe des 
Proteins die Diffusion in den Zellkern erlaubt, führte die Behandlung von Zellen mit 
Leptomycin B, einem Inhibitor des Kernexports, zu einer schnellen, nukleären 
Akkumulation von PEA-15. 
 
Abbildung 9  A, Schematische Darstellung des exprimierten eGFP PEA-15-Fusionsproteins. 
Hervorhebung der Todeseffektordomäne, DED, und solcher Aminosäuren, an 
denen Punktmutationen vorliegen. Nachweis der Lokalisation der Fusionsproteine 
mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie B, Sequenzhomologie der Kernexportsignale 
verschiedener Proteine. Hervorgehoben sind insbesondere konservierte Leucin-
reste als Bestandteil der Konsensussequenz. C, Analyse polyadenylierter RNA, die 
für endogenes PEA-15 sowie das eGFP PEA-15-Fusionsprotein kodiert. Die 
Auftragung gleicher RNA-Mengen wird durch die Detektion der mRNA, die für 
GAPDH kodiert, dokumentiert. 
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Der Inhibitor unterdrückt die Bindung derjenigen Proteine, die den Export aus dem 
Zellkern regulieren, an das Kernexportsignal ihres Substrats. Der Vergleich der 
Proteine mit dieser Signalsequenz zeigt, daß PEA-15 eine leucinreiche, hydrophobe 
Konsensussequenz besitzt (Abb. 9B). PEA-15 exportiert daher die MAP Kinasen 
ERK1 und ERK2 durch Proteininteraktion aus dem Zellkern. Infolgedessen nahm die 
Proliferation kultivierter Astrozyten pea-15-defizienter Mäuse in vitro gegenüber 
Zellen aus Mäusen des Wildtyps zu (Formstecher et al., 2001). 
In den etablierten Zellinien wurde gegenüber der Kontrollzellinie, die lediglich eGFP 
exprimierte, die Lokalisation des Fusionsproteins eGFP Pea-15 ausschließlich im 
Cytoplasma nachgewiesen (Abb. 9A) Nach transienter Transfektion der Zellen mit 
DNA, die zur Expression des Rezeptors VEGFR-2, Flk-1, führte, war keine Zunahme 
der VEGF-stimulierten Transkription der mRNA zu beobachten, die für das endogene 
PEA-15 kodiert (Abb. 9C). Dagegen ist die Überexpression der Mutanten S104A und 
S116A mit einer Abnahme der Zahl endogener PEA-15-Transkripte verbunden. 
 
5.2.2 PEA-15 vermittelt den Kernexport der MAP Kinasen ERK1 und ERK2 
 Neben der Bindung an die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen ERK1 und 
ERK2 wurde die Interaktion mit dem Isoenzym der p90 ribosomalen S6 Kinase, 
RSK2, beschrieben (Formstecher et al., 2001; Vaidyanathan und Ramos, 2003). Die 
Interaktionen wurden insbesondere im Kontext einer Regulation der Zellproliferation 
durch das Protein PEA-15 diskutiert. In dieser Arbeit wurde festgestellt, daß die 
Teilungsaktivität der NIH/3T3-Zellinien nach Serumstimulation durch die heterologe 
Expression der eGFP PEA-15-Fusionsproteine beeinflusst wird (Abb. 10A). 
 
Abbildung 10 Charakterisierung eGFP-PEA-15-exprimierender Zellen 
A, Analyse der Proliferation eGFP PEA-15-exprimierender NIH/3T3-Zellen 
gegenüber der Serumstimulation durch Messung des zellulären ATP-Gehalts. 
Bestimmung der Lumineszenz als Ergebnis der katalytischen Reaktion in 
Gegenwart des Enzyms Luciferase und eines Überschuss des Substrats Luciferin. 
Angabe der Lumineszenzwerte als Mittelwert acht unabhängiger Ansätze B, 
Untersuchung der Regulation des Kernexports Mitogen-aktivierter Proteinkinasen 
ERK1 und ERK2 durch PEA-15 nach Transfektion Fusionsprotein-exprimierender 
NIH/3T3-Zellen mit VEGFR-2, Flk-1, und VEGF-Stimulation für 3h. Bestimmung 
des Anteils, C/N, der Kinasen in den jeweiligen zellulären Kompartimenten durch 
Densitometrie nach Präparation der cytoplasmatischen (C) und nukleären (N) 
Proteine. Darstellung der Präparation durch Nachweis der Proteine PEA-15 und 
Lamin A/C C, Untersuchung der Regulation des Kernexports der MAP Kinasen 
ERK1 und ERK2 durch PEA-15 nach Transfektion von eGFP PEA-15-
exprimierenden Zellen mit dem Rezeptor VEGFR-2, Flk-1, und Stimulation durch 
VEGF für 3h. Bestimmung des Anteils C/N nach densitometrischer Auswertung. 
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Die Zellen, die eGFP PEA-15 mit der Punktmutation D74A exprimierten, proliferierten 
deutlich stärker im Vergleich zu denjenigen, die neben der endogenen Expression 
des Proteins PEA-15, eGFP PEA-15 oder eGFP ausprägten. Die Expression von 
eGFP PEA-15 zeigte keinen zusätzlichen Effekt gegenüber der Kontrollzellinie. 
Überraschenderweise zeigten Zellen, die Proteine mit den Punktmutionen S104A oder 
S116A exprimieren, gegenüber dem Kontrollexperiment eine größere Teilungs-
aktivität. 
Um die zelluläre Lokalisation der MAP Kinasen ERK1 und ERK2 im Hinblick auf die 
VEGF-vermittelte Signaltransduktion und den Einfluss von PEA-15 zu analysieren, 
wurden die etablierten NIH/3T3-Zellen zusätzlich mit dem Rezeptor VEGFR-2, Flk-1, 
transfiziert. Nach der Stimulation durch den Liganden VEGF erfolgte die Präparation 
cytoplasmatischer und nukleärer Proteine. So nahm das Verhältnis zwischen der im 
Cytoplasma- gegenüber der im Zellkern-lokalisierten MAP Kinase ERK1 mit der 
Expression des Rezeptors Flk-1 und seiner Stimulation zu (Abb. 10B). Hingegen 
wurde in stabil-transfizierten NIH/3T3-Zellen im Vergleich zu eGFP-PEA-15 nach 
Stimulation des Rezeptors festgestellt, daß das Verhältnis bei der Mutante D74A 
abnimmt (Abb. 10C). Da eGFP-PEA-15 D74A nicht an ERK1/2 bindet, führt die 
Stimulation des Signalwegs zur Translokation der Proteinkinasen in den Zellkern. 
Im folgenden Experiment wurde bestimmt, ob die Expression des Proteins PEA-15 
neben der Lokalisation von ERK1 und ERK2 auch die Phosphorylierung der 
Substrate dieser Proteinkinasen beeinflusst. Die Zellinie A293 wurde mit DNA zur 
Expression von PEA-15, des Rezeptors VEGFR-2, Flk-1, sowie dem Luciferase-Gen 
unter der Kontrolle des humanen c-fos-Promotors transfiziert (Abb. 11A). 
 
Abbildung 11 Regulation der Aktivität des c-fos Promotors durch PEA-15 
A, Schematische Darstellung des Luciferasegens unter der Kontrolle 
regulatorischer Sequenzen des humanen c-fos-Promotors. Hervorgehoben sind 
die Konsensussequenzen bekannter Transkriptionsfaktoren, die für die Regulation 
der Transkription relevant sind. B, Untersuchung der Regulation der Expression 
des humanen c-fos-Gens durch das Protein PEA-15. Schematische Darstellung 
der verwendeten PEA-15-Konstrukte mit carboxyterminalen V5-, His6-Epitop zum 
immunologischen Nachweis. Bestimmung der Lumineszenz nach Transfektion von 
A293-Zellen mit dem c-fos-Reporterkonstrukt, dem Rezeptor VEGFR-2, Flk-1, und 
den entsprechenden PEA-15-Konstrukten. Nach Stimulation durch den Liganden 
VEGF für 12h folgt die Messung der Lumineszenz. Die Angabe der Lumineszenz-
werts erfolgt relativ gegenüber der Aktivität eines Referenzkonstrukts bestehend 
aus dem prokarytischen lacZ-Gen unter der Kontrolle regulatorischer Sequenzen 
des konstitutiv-aktiven CMV-Promotors. Die Darstellung resultiert aus der 
Berechnung des Mittelwerts und der Standardabweichung aus vier unabhängigen 
Ansätzen im Rahmen des Experiments. 
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Im Gegensatz zu Fibroblasten ließ sich in diesen Zellen mit Hilfe immunologischer 
Nachweise keine Expression des Proteins PEA-15 feststellen. Die Änderungen der 
Luciferaseaktivität eines c-fos-Reporterplasmids standen daher unmittelbar mit der 
heterologen Expression von PEA-15 nach der Transfektion im Zusammenhang.  
Die VEGF-vermittelte Transkription wurde in Gegenwart von PEA-15 mit einem 
Epitop am carboxyterminalen Ende gegenüber dem Kontrollansatz unterdrückt (Abb. 
11B). Die Expression von PEA-15 mit einem Epitop am aminoterminalen Ende führte 
zu einem ähnlichen Ergebnis. Das Resultat ist offenbar auf die Bindung des Proteins 
an die Mitogen-aktivierten Kinasen ERK1/2 zurückzuführen, da die Repression 
weder nach Transfektion des Proteins PEA-15 mit der Punktmutation D74A noch bei 
PEA-15 mit einer Deletion der aminoterminalen Todeseffektordomäne beobachtet 
wird. Die transkriptionelle Aktivität des Promotors wurde nach VEGF-Stimulation 
auch durch Transfektion von DNA, die für PEA-15 mit der Punktmutation S104A oder 
S116A kodiert, unterdrückt.  
Das Experiment gibt keinen Hinweis auf Substrate beziehungweise Transkriptions-
faktoren, die an der VEGF-vermittelten Regulation von c-fos beteiligt sind oder deren 
Phosphorylierung beispielsweise durch Mitglieder der Familie der Mitogen-aktivierter 
Proteinkinasen. 
 
5.2.3 Der VEGF-vermittelte Signalweg stabilisiert PEA-15 
 Immortalisierte NIH/3T3-Fibroblasten wurden mit DNA transfiziert, die zur 
Expression des Tyrosinkinaserezeptors VEGFR-2, Flk-1, unter der Kontrolle des 
konstitutiv-aktiven CMV-Promotors führt. Nach stabiler Integration der DNA in das 
Genom wurde die Regulation der Expression von PEA-15 im Kontext des VEGF-
vermittelten Signalwegs näher untersucht. 
 
 
Abbildung 12 Charakterisierung des VEGF-vermittelten Signalwegs 
A, C, Immunologischer Nachweis der Phosphorylierung der p90 ribosomalen S6 
Kinase p90RSK, der Proteinkinase B, Akt, der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen 
ERK1 und ERK2 in VEGFR-2-, Flk-1-exprimierenden NIH/3T3-Zellinien zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten nach Stimulation durch VEGF. B, Die Quantifizierung der 
VEGF-vermittelten Phosphorylierung des Serinrests S473 der Kinase Akt erfolgte 
durch densitometrische Auswertung gegenüber Akt sowie eIF4E in unabhängigen 
Experimenten. D, Immunologischer Nachweis der Phosphorylierung von p90RSK, 
Akt, ERK1/2 zu verschiedenen Zeitpunkten nach Stimulation durch VEGF in 
Gegenwart niedermolekularer, pharmakologischer Inhibitoren der PI3-Kinase, 
Wortmannin, und der Proteinkinase Akt, LY294002. 
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Neben einer Zellinie mit dem Wildtyprezeptor wurden weitere Linien etabliert, um 
Rezeptoren mit Punktmutationen in der intrazellulären Domäne zu exprimieren. 
Dabei handelte es sich um eine Punktmutation des Tyrosinrests Y1173F sowie den 
Doppelmutationen Y949F, Y994F und Y1052F, Y1057F. Die Expression des Rezeptors 
Flk-1 und der entsprechenden Mutanten über einen längeren Zeitraum wurde in den 
transfizierten Zellinien mit Hilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie und der Durch-
flusszytometrie nachgewiesen. 
Überraschenderweise führte VEGF auch in denjenigen Zellen zu einer Stimulation 
des Proteinkinase B, Akt-, und des Mitogen-aktivierten Kinase-Signalwegs, die den 
Rezeptor Flk-1 nicht exprimieren (Abb. 12A). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die 
Expression von Flk-1 im Vergleich zu einer Antibiotikum-resistenten Kontrollzellinie 
beobachtet. Die Ausprägung des Rezeptors VEGFR-1, Flt-1, wurde nicht 
ausgeschlossen. Es konnte bereits gezeigt werden, daß dieser Rezeptor in 
Gegenwart des Mitogens VEGF eine geringere Tyrosinkinaseaktivität besitzt (Kendall 
und Thomas, 1993). In Flk-1-exprimierenden Zellen wurde nach Stimulation durch 
VEGF die Proteinkinase Akt mit einer im Vergleich zur Kontrolle unterschiedlichen 
Kinetik phosphoryliert (Abb. 12B). Die Einführung der Mutationen Y1052F Y1057F und 
Y1173F hat einen Einfluss auf die Stimulation der Kinase Akt (Abb. 12C). Die 
Punktmutationen Y1052F Y1057F befinden sich in der intrazellulären Domäne des 
Rezeptors, die für die enzymatische Aktivität essentiell ist. Daher ist keine 
Stimulation des Akt-Signalwegs zu beobachten. Bei der Mutante Y1173F ist 
gegenüber dem Wildtyprezeptor nur eine schwache Stimulation zu erkennen. 
Schließlich unterdrückten spezifische, niedermolekulare Inhibitoren der Kinase Akt, 
LY294002, und der PI3-Kinase, Wortmannin, die VEGF-vermittelte Stimulation des 
betreffenden Signalwegs (Abb. 12D). Diese Inhibition war für die Untersuchung der 
Regulation der Expression von PEA-15 über einen längeren Zeitraum von 8h in 
Gegenwart des Proteinbiosyntheseinhibitors Cycloheximid, CHX, wesentlich. 
 
Abbildung 13 Stabilisierung von PEA-15 durch den VEGF-vermittelten 
Signalweg 
 A, B, Immunologischer Nachweis der endogenen Expression des Proteins PEA-15 
in VEGFR-2-, Flk-1-exprimierenden NIH/3T3 Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten 
nach serumfreier Kultivierung, in Gegenwart von VEGF, 50μg/ml Cycloheximid und 
pharmakologischen Inhibitoren der Proteinkinase Akt durch LY294002 und 
gegenüber der proteasomalen Degradation, MG132. Quantifizierung der 
Expression von PEA-15 gegenüber der Expression zu Beginn der Inkubation durch 
Densitometrie. 
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Hier wurde festgestellt, daß die Expression von PEA-15 durch die Aktivität des Akt-
Signalwegs bestimmt wird (Abb. 13A). Offenbar führt die Rezeptor-vermittelte 
Stimulation dieses Wegs zur Phosphorylierung von PEA-15 und ist notwendig, das 
Protein der proteasomalen Degradation zu entziehen (Abb. 13B). Die Expression des 
Flk-1-Rezeptors ist ausreichend, um PEA-15 zu stabilisieren. Die Rezeptor-
doppelmutante Y1052F Y1057F stimuliert den Akt-Signalweg nicht. PEA-15 hat daher in 
dem beobachteten Zeitraum eine geringere Halbwertszeit. Ebenso verstärkt die 
Inhibition dieses Signalwegs durch LY294002 die proteasomale Degradation. 
In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss der Expression von PEA-15 auf 
den VEGF-vermittelten Signalweg untersucht. Der Rezeptor Flk-1 wurde transient in 
den Zellinien exprimiert, die eGFP PEA-15 oder entsprechende Fusionsproteine mit 
den Punktmutationen stabil ausprägen. Als Kontrolle diente die Stimulation der 
Zellen mit VEGF, die lediglich eGFP exprimieren. In diesen Zellen wurde, wie 
erwartet, eine deutliche Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen 
ERK1 und ERK2 nach 5min nachgewiesen (Abb. 14A). Im Gegensatz dazu war die 
Phosphorylierung der Kinasen in Zellinien, die das Fusionsprotein eGFP PEA-15 
oder die Mutante D74A exprimieren, bereits zu Beginn der Stimulation deutlich 
detektierbar und nahm im Verlauf des Experiments stetig ab. Diejenigen Zellen, die 
eGFP PEA-15 mit der Mutation S104A oder S116A exprimierten, zeigten hingegen ein 
Aktivitätsmaximum nach 5min (Abb. 14B). 
Offenbar ist das Resultat, hervorgerufen durch die Mutationen S104A und S116A, auf 
die fehlende Stabilisierung des Proteins gegenüber der proteasomalen Degradation 
zu Beginn der Stimulation mit dem Liganden VEGF zurückzuführen. Die Kinetik der 
Phosphorylierung war daher mit derjenigen des Kontrollexperiments vergleichbar. 
 
 
 
Abbildung 14 Charakterisierung des VEGF-vermittelten Signalwegs in 
PEA-15-exprimierenden Zellen. 
A, B, Immunologischer Nachweis der Phosphorylierung der p90 ribosomalen S6 
Kinase p90RSK, der Proteinkinase B, Akt, der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen 
ERK1 und ERK2 in eGFP PEA-15-exprimierenden Zellinien zu den angegebenen 
Zeit-punkten. Quantifizierung der Phosphorylierung der MAP Kinase ERK1 und 
ERK2 durch die densitometrische Auswertung gegenüber dem Protein eIF4E. 
Immunologischer Nachweis der Phosphorylierung der Aminosäurereste T308 und 
S
473 der Proteinkinase B in eGFP PEA-15-exprimierenden Zellinien zu den 
angegebenen Zeitpunkten. Quantifizierung der Phosphorylierung der Kinase Akt 
durch densitometrische Auswertung gegenüber der unphosphorylierten Form. 
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5.2.4 Regulation der Expression von PEA-15 in Astrozyten 
5.2.4.1 Geninaktivierung durch RNA-Interferenz 
 Die gezielte Inaktivierung von Genen ist sowohl durch die homologe 
Rekombination als auch mit Hilfe der sequenzspezifischen Degradation zellulärer 
RNA durch RNA-Interferenz möglich.  
Die Degradation doppelsträngiger RNA ist Teil der zellvermittelten Immunität höherer 
Organismen. Diese RNA tritt zum Beispiel als Bestandteil des Virusgenoms oder als 
Intermediat während der viralen Replikation oder Transkription auf. Die Immunität 
gegenüber Pathogenen beruht auf der Erkennung der viralen RNA. Im Anschluss 
reagieren T-Zellen auf die virale Infektion unter anderem mit der Freisetzung von 
Cytokinen, beispielsweise Mitgliedern aus der Familie der Interferone. Der Vorgang 
unterdrückt die Expression viraler Gene. 
Es wurde beobachtet, daß die doppelsträngige RNA durch Dicer, ein Mitglied der 
RNase III-Enzymfamilie, in einer ATP-abhängigen Reaktion in 21-23 Nukleotide-
lange Fragmente gespalten wird (Bernstein et al., 2001; Nykänen et al., 2001). Diese 
werden auch als small interfering RNA, siRNA, bezeichnet und sind Bestandteil des 
RNA induced silencing complex, RISC. Nach Auflösen der Sekundärstruktur in einer 
weiteren ATP-abhängigen Reaktion wurde festgestellt, daß RISC durch die einzel-
strängige antisense RNA zur komplementären Sequenz des Transkripts dirigiert wird. 
Anschließend wurde die RNA enzymatisch gespalten und auf diese Weise die 
Proteinbiosynthese unterdrückt (Elbashir et al., 2001b). 
Experimente im Modellorganismus C. elegans zeigten, daß die zelluläre RNA durch 
das Einführen komplementärer, doppelsträngiger RNA sequenzspezifisch degradiert 
wird (Fire et al., 1998). Dieser Mechanismus wurde in höheren Organismen näher 
charakterisiert. Tatsächlich trat nach Transfektion synthetischer siRNA mit einer 
Länge von 21-23 Nukleotiden RNA-Interferenz auf und unterdrückte die Biosynthese 
eines beliebigen Proteins (Elbashir et al., 2001a).  
Eine alternative experimentelle Strategie wurde auf der Basis der Transkription unter 
der Kontrolle RNA Polymerase II- oder III-abhängiger Promotoren entwickelt. So war 
die Nukleotidsequenz des Transkripts mit der Bildung einer RNA-Duplex verbunden. 
Im Anschluss wurde die doppelsträngige RNA durch Dicer enzymatisch gespalten 
(Brummelkamp et al., 2002a; Tavernarakis et al., 2000). Zum Beispiel wurde der H1-, 
oder U6-Promotor als Bestandteil herkömmlicher sowie retroviraler Vektoren benutzt. 
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Nach Transfektion oder viraler Infektion und Integration der DNA in das Genom 
wurden bereits zahlreiche Zellinien etabliert, in denen die Biosynthese eines Proteins 
über einen längeren Zeitraum unterdrückt wird (Brummelkamp et al., 2002b; 
Miyagishi und Taira, 2002; Paddison et al., 2002; Paul et al., 2002; Sui et al., 2002; 
van de Wetering et al., 2003; Yu et al., 2002). 
 
5.2.4.2 Sequenzspezifische Inaktivierung von VEGF in Astrozyten 
 Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Regulation der Expression des Proteins 
PEA-15 nicht nur in immortalisierten, embryonalen Fibroblasten, die den Rezeptor 
VEGFR-2, Flk-1 exprimieren, sondern auch in Astrozyten der Maus untersucht. Die 
Astrozyten wurden aus dem Cerebellum postnataler Mäuse präpariert und in Kultur 
genommen. Die Primärkultur wurde nach einer Woche mit einem Antikörper 
analysiert, der gegen das Intermediärfilament GFAP gerichtet ist (Abb. 15A). Mit Hilfe 
der Immunfluoreszenzfärbung wurden der für Astrozyten charakteristische stern-
förmige Zellkörper sowie zahlreiche fibrilläre Fortsätze nachgewiesen. Mit dieser 
Primärkultur sollten Fragestellungen beantwortet werden, inwieweit VEGF, zum 
einen unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen und zum anderen in 
Gegenwart des Cytokins TNF, zur Stabilisierung des Proteins PEA-15 gegenüber 
der proteasomalen Degradation beiträgt. 
Diesem experimentellen Ansatz ging die Annahme voraus, daß der Rezeptor Flk-1 
auf der Zelloberfläche der Astrozyten exprimiert wird. Ferner erforderte die 
Vorgehensweise die quantitative Bestimmung der endogenen Expression des 
Liganden VEGF. Mit Hilfe eines ELISA, der den kolorimetrischen Nachweis der 
Isoform VEGF165 erlaubt, wurde die Expression des Liganden bereits bei Normoxie 
festgestellt. Bei 1x105 Zellen und einem Gesamtvolumen von 2ml Kulturmedium 
betrug die Konzentration im Überstand etwa 100pg/ml. 
Kürzlich wurde gezeigt, daß die Anzahl der Transkripte, die für die verschiedenen 
VEGF-Isoformen kodieren, in Gegenwart spezifischer small inhibitory RNA abnimmt 
(Reich et al., 2003; Zhang et al., 2003b). In dieser Arbeit wurden insbesondere die 
siRNAs verwendet, die unspezifisch gegen alle bekannten Isoformen gerichtet sind 
(Abb. 15B). Tatsächlich wurde nach Transfektion der Astrozyten die Expression von 
VEGF, insbesondere durch „siRNA A“, gegenüber dem Kontrollexperiment deutlich 
unterdrückt (Abb. 15C, 15D). Dagegen war bei Verwendung von „siRNA B“ keine 
signifikante Änderung festzustellen. 
A B
6 7 8Exon
VEGF-A
siRNA A
1 2 3 4 5
B
GFAP DAPI
50μm
D
P/G
PEA-15
siRNA
VEGF
GFAP
C A B C A B C A B C A B
- + - +
1.0 1.0 0.7 0.9 1.2 1.2 1.9 2.8 1.3 1.5 1.9 3.8
TNFKontrolle
20
40
60
80
100
0
siRNA C A B
%
 m
V
E
G
F
p < 0.0001
C
1.0 1.0 1.0 1.0 1.01.1 0.6 0.8 0.8 0.8 0.4 1.0P/G
PEA-15
GFAP
siRNA
VEGF
C A B C A B C A B C A B
- + - +
Normoxie Hypoxie 1% O  ,16h2
20
40
60
80
100
0
%
 m
V
E
G
F
siRNA C A B C A B
HypoxieNormoxie
p < 0.005
p < 0.05
Ergebnisse 
 86
Unerwarteterweise nahm die Expression der Isoform VEGF165 unabhängig von RNA-
Interferenz unter hypoxischen Bedingungen ab. Es ist bekannt, daß Hypoxie mit 
einer Stabilisierung des Transkriptionsfaktors HIF1 gegenüber der proteasomalen 
Degradation verbunden ist. Infolgedessen stimuliert HIF1 die Transkription durch 
Bindung an das DNA-Sequenzmotiv des VEGF-Promotors. Allerdings konnte gezeigt 
werden, daß HIF1 Substrat der MAP Kinasen ERK1/2 ist und die Phosphorylierung 
für die transkriptionelle Aktivität essentiell ist. Offenbar fördert die Expression des 
Proteins PEA-15 in Astrozyten die Degradation des Transkriptionsfaktors HIF1 
durch Regulation der Lokalisation von ERK1/2. Dieser Regulationsmechanismus 
wäre insbesondere im Rahmen ischämischer Erkrankungen von großem Interesse. 
Unter Normoxie veränderte sich die Expression des Proteins PEA-15 gegenüber der 
Ausprägung des Intermediärfilaments GFAP nicht. Ferner war sie von RNA-
Interferenz oder der Zugabe des rekombinanten Faktors VEGF unabhängig (Abb. 
15C). Hingegen wurden unter hypoxischen Bedingungen geringere Mengen PEA-15 
nachgewiesen. 
Schließlich nahm die Ausprägung von PEA-15 in Gegenwart des Faktors TNF 
deutlich zu (Abb. 15D). Das Ergebnis lässt offen, ob es sich um einen Regulations-
mechanismus handelt, der auf der Phosphorylierung des Proteins oder der TNF-
vermittelten Stimulation des PEA-15-Promotors beruht. 
 
Abbildung 15 Regulation der Expression von PEA-15 in Astrozyten 
A, Darstellung der Expression des Intermediärfilaments GFAP in Primärkulturen 
von Astrozyten durch Immunfluoreszenzmikroskopie. Die Präparation erfolgte aus 
dem Cerebellum neonataler Mäuse. Anfärbung nukleärer DNA mit Hilfe des 
Fluoreszenzfarbstoffs DAPI. B, Schematische Darstellung der Organisation des 
vegf-Gens im genomischen Kontext. Farbig hervorgehoben sind Sequenz-
abschnitte, aus denen durch alternatives Spleißen verschiedene VEGF-Isoformen 
entstehen. Kennzeichnung der DNA-Abschnitte in Exon 3, die der Sequenz der 
small inhibitory RNAs, siRNA A und siRNA B, entsprechen C, Bestimmung der 
Konzentration der Isoform VEGF165 im Kulturüberstand nach Inkubation für die 
Dauer von 16h unter hypoxischen gegenüber normoxischen Bedingungen durch 
ELISA. Die Transfektion der siRNAs erfolgte 24h vor Inkubationsbeginn. Angabe 
des Mittelwerts und der zugehörigen Standardabweichung aus vier unabhängigen 
Ansätzen. Bei siRNA C handelte es sich um siRNAs zufälliger Zusammensetzung 
für die Durchführung der Kontrollexperimente. Immunologischer Nachweis der 
Expression von PEA-15 und GFAP. Quantifizierung, P/G, der Expression des 
Proteins PEA-15 gegenüber der Ausprägung von GFAP durch Densitometrie. D, 
Bestimmung der Konzentration der Isoform VEGF165 im Überstand des Zell-
kulturmediums nach Inkubation über einen Zeitraum von 16h durch ELISA. Die 
Transfektion der siRNAs erfolgte 24h vor Beginn der Inkubation. Bestimmung des 
Mittelwerts und der Standardabweichung resultiert aus acht unabhängigen 
Ansätzen. Immunologischer Nachweis der Expression von PEA-15 und GFAP. 
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Tatsächlich wurden in dieser Arbeit potentielle DNA-Bindungsstellen für den 
Transkriptionsfaktor NFB durch Sequenzanalyse des Promotors identifiziert. 
 
5.3 Charakterisierung der flk-1fl/fl nestin-Cre - Mäuse 
5.3.1 Konditionale Geninaktivierung mit Hilfe sequenzspezifischer 
Rekombinasen 
 Die homologe Rekombination ist Ausgangspunkt der Entwicklung zahlreicher 
Strategien zur ortsspezifischen Modifikation des Genoms. Die Vorgehensweise 
erlaubt die gezielte Manipulation von Genen und ihre funktionelle Analyse in vivo. 
Die Analyse eines Gens im adulten Organismus wird jedoch erschwert, wenn das 
Gen eine essentielle Funktion während der Embryonalentwicklung besitzt. Nach 
Einführung der Modifikation in embryonale Stammzellen ist die fehlende Funktion 
bereits für den Embryo lethal. Ferner setzt sich der beobachtete Phänotyp aus der 
Summe der Funktionsverluste zusammen, die sich für den Fall der Expression in 
mehreren Geweben ergeben. Aus diesem Grund ist die konditionale Inaktivierung 
des betreffenden Gens erforderlich, die sowohl eine räumlich als auch zeitlich 
eingeschränkte Deletion ermöglicht (Lewandoski, 2001). 
Die Rekombinase Cre, causes recombination, des Bakteriophagen P1 ist ein Mitglied 
der -Integrase-Superfamilie ortsspezifischer Rekombinasen. Das Enzym benötigt 
für die Katalyse der Rekombination weder Kofaktoren noch akzessorische Proteine. 
Es bindet an die loxP-Sequenz, locus of crossover x in P1. Die 34bp lange Sequenz 
besteht aus zwei 13bp großen palindromischen Abschnitten, die von einem 8bp 
großen Bereich unterbrochen werden. Dieser bestimmt die Orientierung der loxP-
Sequenz. Die Rekombinase vermittelt die ortsspezifische Rekombination zwischen 
zwei loxP-Sequenzen. Das Produkt der katalytischen Reaktion ist von der relativen 
Orientierung der loxP-Sequenzen zueinander abhängig. Auf diese Weise können 
beliebige DNA Fragmente, die von zwei loxP-Sequenzen flankiert sind, nicht nur 
deletiert sondern auch invertiert oder ausgetauscht werden (Branda und Dymecki, 
2004; Nagy, 2000). 
Die räumlich und zeitlich begrenzte Inaktivierung wurde daher beispielsweise durch 
die Verpaarung mit Mäusen erzielt, welche die Rekombinase Cre unter der Kontrolle 
gewebespezifischer Promotoren exprimieren. Darüberhinaus wurden binäre Systeme 
etabliert. Hier wurde statt der Rekombinase ein Transaktivatorprotein ausgeprägt. Im 
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Mausmodell wurde demonstriert, daß dieses Protein, abhängig von exogenen Stimuli 
wie beispielsweise Tetracyclin, an heterologe Promotoren bindet und über diese die 
Expression eines beliebigen Effektorproteins kontrolliert (Utomo et al., 1999). 
Ferner wurde gezeigt, daß die Fusion der Rekombinase mit der Ligandenbindungs-
domäne von Steroidrezeptoren die Hormon-induzierte Inaktivierung zu einem 
beliebigen Zeitpunkt erlaubt (Indra et al., 1999; Kellendonk et al., 1996). 
Schließlich wurde neben der Geninaktivierung durch ortspezifische Modifikation des 
Genoms die Funktion eines Gens in vivo mit Hilfe der RNA-Interferenz analysiert 
(Kunath et al., 2003). Die räumlich und zeitlich kontrollierte RNA-Interferenz wurde 
auch durch das Cre-vermittelte Rekombinationsereignis erzielt. Nach Deletion des 
Sequenzabschnitts für die Transkriptionstermination wurde die entsprechende RNA 
transkribiert und die resultierende RNA-Duplex gespalten (Fritsch et al., 2004). 
 
5.3.2 Die Cre-vermittelte Inaktivierung des flk-1-Gens 
Kürzlich wurde im Mausmodell gezeigt, daß nach der gewebespezifischen 
Deletion des flk-1-Gens durch Expression der Rekombinase Cre unter der Kontrolle 
des nestin-Promotors im Vergleich zum Wildtyp kein histologisch nachweisbarer 
Unterschied in der Entwicklung des Gehirns auftritt (Haigh et al., 2003). Ferner 
zeigten diese Mäuse postnatal bis zu einem Monat keine Verhaltensauffälligkeiten. 
Dagegen wurde unter Anwendung der gleichen Strategie zur konditionalen 
Inaktivierung des vegf-Gens eine geringere Verzweigung und Dichte der Blutgefäße 
in der Retina und dem Cortex nachgewiesen. Zum einen war daher die Retina 
gegenüber Kontrolltieren dünner. Zum anderen wurde eine Zunahme des neuronalen 
Zelltods im Cortex festgestellt. Daher wurde die Rolle eines alternativen VEGF-
vermittelten Signalwegs diskutiert, der beispielsweise den Rezeptor VEGFR-1, Flt-1, 
involviert. 
 
5.3.3 Analyse der flk-1fl/fl nestin-Cre - Mäuse 
Die konditionale Inaktivierung des flk-1-Gens wurde in dieser Arbeit durch die  
gewebespezifische Deletion eines DNA-Sequenzabschnitts aus dem genomischen 
Kontext erzielt. Durch PCR wurden Schwanzbiopsien bezüglich der Transmission der 
loxP-Sequenz, des Cre Rekombinase- sowie des lacZ-Reportergens untersucht. 
 
Anestin Cre
fl/fl  lacZ/fl
D
K Li Lu Br T K Li Lu Br T
fl
Δ
49 58 61 67 67 93 82 82 99 96% Δ
flk-1 fl/fl nestin Creflk-1 fl/fl
6.4 kb
4.2 kb
B
Exon 1
H HN NAP
6.4 kb
SIS XB PP
Probe
flk-1 locus
H HN NAP
4.2 kb
SIXP
Δ locus
Cre-vermittelte
Rekombination
C
loxP
Cre
C 1 2 3 4 -
flk-1 wt
wt
loxP
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Mäuse, Gesamtzahl   flk-1fl/fl flk-1fl/fl nestin-Cre flk-1fl/lacZ flk-1fl/lacZ nestin-Cre 
flk-1
fl/lacZ nestin-Cre x flk-1fl/fl, analysierte Verpaarungen  4 
32 9 9 6 7 
flk-1
fl/fl nestin-Cre x flk-1fl/fl, analysierte Verpaarungen  3 
14 9 5   
 
So wurden zunächst die 5´sowie 3´ des ersten Exons lokalisierten loxP-Sequenzen 
nachgewiesen (Abb. 16C, #1 bis #4). Gegenüber dem Wildtyp-Allel entsprach der 
Unterschied des amplifizierten DNA-Produkts der Länge der loxP-Sequenz. Das 
loxP-flankierte Exon sollte hier durch die Expression der Rekombinase Cre unter der 
Kontrolle regulatorischer Sequenzen des nestin-Gens deletiert werden. Im Anschluss 
wurde daher der DNA-Sequenzabschnitt detektiert, der für die Rekombinase Cre 
kodiert und der sich unter der Kontrolle regulatorischer Sequenzen des nestin-Gens 
befindet (Abb. 16C, #2, #4). Die homologe Rekombination wurde, wie beschrieben, 
durch die Southern Blot Analyse der genomischen DNA verschiedener Organe nach-
gewiesen (Shalaby et al., 1995). Tatsächlich wurden zwei Signale beobachtet, die 
der DNA einer Länge von 6.4kb und 4.2kb nach der restriktionsendonukleolytischen 
Spaltung durch NcoI entsprechen (Abb. 16D). Diese wurden dem loxP-flankierten 
sowie dem deletierten Sequenzabschnitt zugeordnet. 
 
Abbildung 16 Die nestin-Cre-vermittelte Inaktivierung des flk-1-Gens 
A, Schematische Darstellung der konditionalen Inaktivierung eines beliebigen 
Gens, das 5´ und 3´ des zu deletierenden Sequenzabschnitts jeweils eine loxP-
Erkennungs-sequenz besitzt. Die Inaktivierung wird hier durch die Rekombinase 
Cre vermittelt. Abhängig vom betreffenden Gen ist die zusätzliche Inaktivierung 
eines Allels durch die Insertion eines Reportergens möglich. Die Verpaarung der 
Mäuse fl/fl oder lacZ/fl mit denjenigen, die Cre gewebespezifisch, hier unter der 
Kontrolle des nestin-Promotors, nestin-Cre, exprimieren, führt zu einer räumlich 
und zeitlich begrenzten Deletion. Hervorgehoben ist die neuronale Expression der 
Rekombinase, die zu einer Deletion im Cre-exprimierendem Gewebe führt B, 
Schematische Darstellung des flk-1-Locus vor und nach der Deletion,   Locus. 
Farbig hervorgehoben sind die flankierenden loxP-Sequenzen am Exon I sowie die 
Restriktionsschnittstellen BamHI und SmaI. Weitere relevante Schnittstellen sind 
SalI, HindIII, NcoI, XbaI, PstI und AscI. Kennzeichnung des Sequenzabschnitts, 
Probe, zum Nachweis der Deletion durch Southern Blot-Analyse nach der 
Rekombination C, Ergebnisse der PCR mit genomischer DNA aus Schwanz-
biopsien mehrerer Mäuse einer Generation (1), (2), (3), und (4). Nachweis der 
loxP-Erkennungssequenzen und eines Sequenzabschnitts, der für die 
Rekombinase Cre kodiert gegenüber einer Maus (C) mit dem flk-1-Wildtyp-allel 
(wt) und einem Kontrollansatz ohne DNA (-) D, Nachweis der Deletion des loxP-
flankierten DNA-Sequenzabschnitts (fl) des flk-1-Gens in den Organen, Niere (K), 
Leber (Li), Lunge (Lu), Hirn (Br) und Testis (T) der Maus durch die Southern Blot-
Analyse. Bestimmung der Länge der DNA, die dem loxP-, fl-, sowie -Allel 
entspricht, unter Berücksichtigung der Laufstrecke nach der gelelektrophoretischen 
Trennung. Quantifizierung der Intensität des radioaktiven Signals des -Allels 
gegenüber dem loxP-, fl-Allel. 
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Es wurde gezeigt, daß die Signalintensität des deletierten Allels in Gegenwart der 
Rekombinase Cre zunimmt. Ferner verhielt sich die Zunahme der Signalstärke, das 
dem -Allel entsprach proportional zur Abnahme der Intensität des loxP-flankierten 
Allels. Das Resultat unterstreicht die Spezifität der eingesetzten Sonde gegenüber 
dem genomischen Fragment. 
Unerwarteterweise trat die Deletion des ersten Exons des flk-1-Gens in vivo auch 
dann auf, wenn die Rekombinase nicht nachgewiesen werden konnte. Die Insertion 
des lacZ-Gens anstelle des loxP-flankierenden Allels ist mit der Detektion eines 
Signals verbunden, daß einer DNA der gleichen Größe entspricht. Mit Hilfe der PCR 
wurde diese Insertion ausgeschlossen. Schließlich wurde festgestellt, daß das erste 
Exon des flk-1-Gens in allen untersuchten Organen deletiert wird. Der Anteil des 
deletierten Allels variierte und besaß erwartungsgemäß im Gehirn des adulten 
Organismus ein Maximum. 
 
5.3.4 Validierung differentieller Genexpression im Mausmodell 
 Mit Hilfe der subtraktiven Hybridisierung in Verbindung mit der PCR wurden 
in dieser Arbeit cDNAs identifiziert, die nach neuronaler Differenzierung muriner, 
embryonaler Stammzellen mit einer Inaktivierung des flk-1-Gens sowie Zellen des 
Wildtyps, differentiell-exprimierten Genen entsprechen. Tatsächlich wurde die cDNA 
derjenigen Transkripte, die nach der Sequenzanalyse für das PEA-15- und Vimentin-
Gen kodieren, durch Vergleich differenzierter Zellen mit dem Genotyp flk-1lacZ/lacZ und 
des Wildtyps differentiell exprimiert (Abb. 3C, #159, #10).  
Im Mausmodell wurde das flk-1-Gen gewebespezifisch durch Expression von Cre 
unter der Kontrolle des nestin-Promotors inaktiviert. Die Ausprägung der differentiell-
exprimierten Gene wurde durch die Western Blot Analyse und immunhistochemische 
Untersuchungen nachgewiesen. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration in 
Lysaten des Gehirns adulter Mäuse wurde eine deutlich geringere Expression des 
Proteins Vimentin in den Tieren festgestellt, in denen ein DNA-Sequenzabschnitt 
nachgewiesen worden war, der für die Rekombinase kodiert (Abb. 17A, #2, #4). 
Hingegen blieb die Ausprägung des Intermediärfilaments GFAP unverändert. Daher 
wurde die entsprechende Signalintensität für die Quantifizierung der Expression des 
Proteins Vimentin benutzt. Unerwarteterweise blieb die Expression des Proteins 
PEA-15 unverändert. 
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Schließlich wurde in dieser Arbeit die differentielle Expression des Proteins Vimentin 
mit Hilfe immunhistochemischer Methoden nachgewiesen. Sowohl in der Hilus-
Region des Gyrus Dentatus als auch in der Weißen Substanz des Cerebellum der 
Mäuse mit dem Genotyp flk-1fl/fl nestin-Cre wurde eine deutlich geringere Anzahl 
Vimentin-exprimierender Zellen beobachtet (Abb. 17B, C). 
 
5.3.5 Untersuchung des Hippocampus im adulten Organismus 
 Kürzlich wurde gezeigt, daß Astrozyten des Hippocampus an der Regulation 
der Proliferation sowie der Reifung neuronaler Stammzellen des adulten Organismus 
während der Neurogenese beteiligt sind (Song et al., 2002). Die enge, räumliche 
Assoziation teilungsaktiver Zellen und GFAP-ausprägender Astrozyten wurde 
experimentell belegt. Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit die 
subgranuläre Zone des Gyrus dentatus in Mäusen mit dem Genotyp flk-1fl/fl nestin-
Cre gegenüber Kontrolltieren im Hinblick auf die Expression des Intermediärfilaments 
GFAP untersucht. Tatsächlich wurde dort im Rahmen der immunhistochemischen 
Charakterisierung eine deutlich geringere Anzahl GFAP-exprimierender Zellen nach 
der konditionalen Inaktivierung des flk-1-Gens festgestellt (Abb. 18A). 
Im folgenden Experiment wurden Fluoreszenzfarbstoff-konjugierte Primärantikörper 
verwendet, um durch die Färbung nicht nur das Protein GFAP sondern auch NeuN 
nachzuweisen. Dieses Antigen wird im Nukleus reifer Neuronen exprimiert und 
ermöglicht eine differenziertere Bestimmung der Anzahl GFAP-ausprägender Zellen. 
Die analysierten Gewebeschnitte stammten aus Mäusen unterschiedlichen Alters. 
Die Versuchstiergruppen waren entweder ein  Jahr oder 1 Jahre alt. 
 
 
Abbildung 17 Differentielle Expression des Intermediärfilaments Vimentin 
A, Immunologischer Nachweis differentieller Expression in Zellysaten des 
gesamten Gehirns der Maus durch Western Blot-Analyse. Quantifizierung der 
Expression des Proteins Vimentin gegenüber der Ausprägung des 
Intermediärfilaments GFAP durch densitometrische Auswertung B, Immun-
histochemischer Nachweis der Expression des Proteins Vimentin im Hippocampus 
nach Anfärbung durch DAB. Gegenfärbung mit Hilfe des Farbstoffs Hämatoxylin. 
Angabe verschiedener Regionen, der Molekular- (ML) und Körnerzellschicht 
(GCL), der subgranulären Zone (SGZ) sowie des Hilus. C, Immunhisto-
chemischer Nachweis der Expression von Vimentin im Cerebellum durch 
Anfärbung mittels DAB. Gegenfärbung mit Hilfe des Farbstoffs Hämatoxylin. 
Angabe diverser Zellschichten, der Molekular- (ML) und Körnerzellschicht (GCL) 
sowie der Weißen Substanz (WM). Hervorgehoben ist die Zunahme der Somata 
der Purkinje-Zellen in flk-1fl/fl nestin-Cre Mäusen. 
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Zwischen den beiden Altersgruppen wurde kein signifikanter Unterschied bezüglich 
der Anzahl GFAP-exprimierender Zellen beobachtet. Daher gehen diese Resultate 
gemeinsam in die statistische Auswertungen ein. So nahm die Zahl der Zellen in 
Mäusen mit dem Genotyp flk-1fl/fl nestin-Cre gegenüber Kontrolltieren um die Hälfte 
ab (Abb. 18B, C). In der vorliegenden Arbeit wurde die Anzahl der proliferierenden, 
neuronalen Zellen durch den immunhistochemischen Nachweis des Thymidin-
analogen Nukleotids BrdU nicht bestimmt. 
 
5.3.6 Histochemische Charakterisierung des Cerebellum 
 Neben dem Hippocampus wurden in dieser Arbeit die zellulären Strukturen 
des Cerebellum und des Cortex im Mausmodell mit einer konditionalen Inaktivierung 
des flk-1-Gens, flk-1fl/fl nestin-Cre, sowie entsprechenden Kontrolltieren, flk-1fl/fl, 
charakterisiert. Kürzlich wurde gezeigt, daß der Rezeptor VEGFR-2, Flk-1, in 
Purkinje-Zellen des Cerebellum exprimiert wird (Meissirel et al., 2004). 
An der Bildung des Cerebellum sind zwei Regionen beteiligt. Ausgehend von der 
ventrikulären Zone wandern zum einen postmitotische Zellen radial auf die piale 
Oberfläche zu und führen zur Entstehung einer Schicht mit Purkinje-Zellen. Zum 
anderen migrieren, ausgehend von einer als germinal trigone bezeichneten Region, 
zeitgleich teilungsaktive Vorläuferzellen zur pialen Oberfläche, breiten sich dort 
tangential aus und tragen zur Bildung einer externen Zellschicht bei. Aus den hier 
proliferierenden Zellen gehen neben Korb-, Stern- und Gliazellen im wesentlichen 
Körnerzellen hervor (Wang und Zoghbi, 2001). 
Die externe Zellschicht setzt sich neben den teilungsaktiven Zellen insbesondere aus 
Zellen der Region zusammen, von der ausgehend postmitotische Körnerzellen 
entlang der Bergmann-Gliazellen wandern und die Körnerzellschicht bilden. Im 
Anschluss findet an dieser Stelle die Ausbildung synaptischer Verbindungen statt. 
 
Abbildung 18 Histologische Charakterisierung des Hippocampus 
A, Immunhistochemischer Nachweis der Expression des Intermediärfilaments 
GFAP im Hippocampus adulter Mäuse nach Anfärbung durch FastRed™. 
Gegenfärbung durch den Farbstoff Hämatoxylin. Angabe verschiedener Regionen, 
der Molekularschicht (ML), der Körnerzellschicht (GCL), der subgranulären Zone 
(SGZ) und des Hilus. B, Vergleich der Expression der Proteine GFAP und NeuN 
im Hippocampus durch Immunfluoreszenzmikroskopie. Hervorhebung der 
subgranulären Zone (*) C, Quantifizierung der GFAP-exprimierenden Zellen in der 
subgranulären Zone (*). Berechnung des Mittelwerts und der Standardabweichung 
nach Bestimmung der Zellzahl von je vier Tieren unter Verwendung von je zwei 
Gewebeschnitten. 
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Die Proliferation derjenigen Zellen, die zur Bildung des Cerebellum beitragen, 
beginnt während der Embryonalentwicklung der Maus an Tag E14 und hält postnatal 
bis zu zwei Wochen an. Die Migration der Körnerzellen beginnt unmittelbar nach der 
Geburt. 
In dieser Arbeit wurde das Cerebellum adulter Mäuse mit Hilfe der Antikörper unter-
sucht, die gegen das Neurofilament 160 und das Intermediärfilament GFAP gerichtet 
sind. Das Alter der Versuchstiere betrug  Jahr. Die einzelnen Zellschichten des 
Cerebellum sind sowohl in Mäusen mit dem Genotyp flk-1fl/fl nestin-Cre als auch in 
Kontrolltieren zu erkennen. Die genauere Analyse zeigte, daß die Somata der 
Purkinje-Zellen in Mäusen mit einer konditionalen Inaktivierung des flk-1-Gens 
vergrößert waren (Abb. 17C, 19A). Ferner wurden GFAP-exprimierende Zellen in der 
Weißen Substanz nachgewiesen, die offenbar Astrozyten entsprechen und an das 
Endothel der Blutgefäße grenzen (Abb. 19A). Das Lumen dieser Gefäße scheint in 
flk-1fl/fl nestin-Cre Mäusen im Vergleich zu Kontrolltieren verkleinert zu sein. Darüber-
hinaus wurden in der Molekularschicht Strukturen identifiziert, die gegenüber dem 
Protein GFAP immunreaktiv waren (Abb. 19A). Abhängig vom Genotyp wurde der 
Unterschied insbesondere im Hinblick auf die Anordnung dieser Strukturen deutlich. 
 
5.3.7 Histochemische Untersuchung des Cortex 
 Der Cortex des Gehirns unterscheidet sich gegenüber dem Cerebellum nicht 
nur durch seine zelluläre Zusammensetzung sondern auch insbesondere durch die 
entwicklungsbiologischen Aspekte. Aufgrund migratorischer Prozesse in Richtung 
der pialen Oberfläche entsteht zunächst aus den proliferierenden Zellen der 
ventrikulären Zone eine Intermediärzone unterhalb der zellarmen Marginalzone. 
 
Abbildung 19 Histochemische Charakterisierung des Cerebellum und des 
Cortex 
 A, Immunhistochemischer Nachweis der Expression des Neurofilaments 160 und 
des Intermediärfilaments GFAP im Cerebellum der adulten Maus durch Anfärbung 
mittels DAB. Gegenfärbung mit Hilfe des Farbstoffs Hämatoxylin. Angabe 
verschiedener Zellschichten, der Molekularen Schicht (ML), der Körnerzellschicht 
(GCL) und der Weißen Substanz (WM). Hervorgehoben sind die Zunahme der 
Größe der Somata von Purkinje-Zellen in flk-1fl/fl nestin-Cre Mäusen, 
immunreaktive Strukturen innerhalb der Weißen Substanz, sowie Korb- und 
Sternzellen mit einer deutlich Färbung des Zellkerns (*) B, Immunhistochemischer 
Nachweis der Ausprägung des Neurofilaments im Cortex der adulten Maus durch 
Anfärbung mit Hilfe von DAB. Gegenfärbung erfolgt mittels Hämatoxylin. 
Hervorgehoben sind immunreaktive Strukturen der Corticalplatte (CP) in flk-1fl/fl 
Mäusen. 
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Im Anschluss trägt Differenzierung von Zellen zur Bildung der Cortikalplatte und den 
Laminae des cerebralen Cortex bei. Auf diese Weise werden von innen nach außen 
unterhalb der Marginalzone weitere cortikale Zellschichten gebildet. Die Migration der 
Zellen erfolgt entlang radialer Gliazellen, deren Zellkern in der ventrikulären Zone 
liegt und deren apikale Ausläufer bis an die piale Oberfläche reichen. Mit dem 
Abschluss der Ontogenese wurde eine Veränderung der Morphologie und der 
Funktion dieser Zellen beobachtet (zur Übersicht O'Leary und Nakagawa, 2002). 
Vor diesem entwicklungsbiologischen Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit 
der Aufbau des Cortex des adulten Gehirns mit Hilfe eines Antikörpers, der gegen 
das Neurofilament 160 gerichtet ist, näher untersucht. Das Alter der Versuchstiere 
betrug  Jahr. Im Gegensatz zu Mäusen mit einer Inaktivierung des flk-1-Gens 
konnten in Kontrolltieren zelluläre Strukturen nachgewiesen werden, die durch die 
cortikale Platte reichen (Abb. 19B). 
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6 Diskussion 
6.1 Das Modellsystem differenzierender embryonaler 
Stammzellen 
 In den letzten Jahren wurden zahlreiche Methoden beschrieben, embryonale 
Stammzellen in vitro zu differenzieren. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden embryonale Stammzellen der Maus mit dem Ziel 
differenziert, die Entwicklung endothelialer und neuronaler Zellen zu untersuchen. 
 
6.1.1 Die Etablierung embryonaler Stammzellinien 
 Die DNA, die für das fluoreszierende Protein eGFP unter der Kontrolle 
regulatorischer Sequenzen des flk-1-Promotors und -Enhancers kodiert, wurde in 
murine, embryonale Stammzellen des Wildtyps sowie flk-1wt/lacZ eingebracht. In 
diesen Zellen lag ein Allel des flk-1-Gens nach Insertion von lacZ inaktiviert vor. 
Verschiedene Zellinien wurden generiert, in denen die DNA nach stabiler Integration 
in das Genom, an einem beliebigen Ort und in unterschiedlicher Kopienzahl vorlag. 
Die experimentelle Vorgehensweise ist problematisch, weil regulatorische Elemente 
am Integrationsort zur Expression des Transgens beitragen. Aus diesem Grund ist 
sowohl die Repression oder die Aktivierung der Expression des Transgens zu einem 
ungewünschten Zeitpunkt der Differenzierung als auch die Ausprägung in weiteren 
Zelltypen möglich. Tatsächlich wurde nach der Differenzierung zu Endothelzellen auf 
Collagen IV-beschichteten Gewebekulturschalen eine GFP+Flk-1--Zellpopulation 
nachgewiesen, deren Auftreten nach gegenwärtigem Verständnis nur durch die 
Zufälligkeit des Integrationsorts erklärbar ist. 
Wünschenswert ist die Integration der DNA an einen Ort mit einer vorhersehbaren 
Expression. Die homologe Rekombination erlaubt die Integration einer einzelnen 
Kopie in einen Locus, von dem bekannt ist, daß die transkriptionelle Regulation zu 
einer ubiquitären Expression führt. Der Herstellung eines entsprechenden Konstrukts 
mit homologen DNA-Sequenzen sowie der Detektion der Rekombination stehen 
daher dem Nachweis der Integration in mehreren Zellinien oder transgenen Tieren 
gegenüber. In diesem Zusammenhang wurden insbesondere der Hprt- und der 
Rosa26-Locus beschrieben (Minami et al., 2002; Zambrowicz et al., 1997). Da sich 
der Hprt-Locus auf dem Chromosom X befindet, ist die homologe Rekombination mit 
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der DNA der beiden Allele notwendig. Die homologe Rekombination mit der DNA 
autosomaler Loci erlaubt die Einführung binärer, transgener Systeme, bestehend aus 
einem Effektor- und einem Zielgen für das jeweilige Allel. 
 
6.1.2 Die Differenzierung zu Endothel- und Nervenzellen in vitro 
Es wurde gezeigt, daß sich murine, embryonale Stammzellen in vitro in zwei 
Schritten zu Endothelzellen differenzieren lassen (Yamashita et al., 2000). Im 
Rahmen dieser Arbeit wurden Stammzellen in Abwesenheit des Leukemia Inhibitory 
Factor, LIF, adhärent auf Collagen IV-beschichteten Kulturschalen für vier Tage 
differenziert. Etwa ein Drittel der Zellen exprimierten den VEGF-Rezeptor 2, Flk-1, 
auf der Oberfläche. Im Anschluss wurde die Kultivierung der E-Cadherin-Flk-1+-
Population auf weiteren beschichteten Kulturschalen oder in Gegenwart von OP9 
Stromazellen fortgesetzt. Die Isolierung der Zellpopulation erfolgte mit Hilfe der 
magnetischen Sortierung zunächst durch negative Selektion gegenüber E-Cadherin 
und anschließend durch Retention Flk-1-exprimierender Zellen an der Säule. In den 
Selektionschritten wurden Biotin-konjugierte Primärantikörper und Streptavidin-
gekoppelte paramagnetische Partikel gegenüber Sekundärantikörpern vorgezogen. 
Die Kultivierung embryonaler Stammzellen der Maus in Gegenwart von Stromazellen 
ermöglichte die effizientere Differenzierung beispielsweise zu hämatopoetischen 
Zellen sowie zu Endothel- und Nervenzellen. Experimente belegten, daß dieser 
Vorgang auf die Expression sekretierter Proteine und Membranproteine an der Ober-
fläche der Stromazellen zurückzuführen ist (Kawasaki et al., 2000; Ueno et al., 
2003). Offenbar ist die Kultivierung der Stromazellen über einen längeren Zeitraum 
mit replikativer Seneszenz verbunden. Aus diesem Grund bieten sich Stromazellinien 
für die Kultivierung an, die nach Einbringen einer entsprechenden DNA, die 
Telomerase Reverse Transcriptase, TERT, exprimieren. 
Es ist unbekannt, welche Faktoren zur neuronalen Differenzierung embryonaler 
Stammzellen auf PA6 Stromazellen beitragen. So gelang die Differenzierung auch 
nach Fixierung der Stromazellen mittels Paraformaldehyd. Es liegt daher nahe, daß 
ausschließlich Faktoren beteiligt sind, die sich auf der Zelloberfläche befinden. Die 
Kenntnis der Faktoren, die für die gerichtete, neuronale Differenzierung durch 
Zugabe rekombinanter Proteine essentiell sind, ist von Interesse, um die differentielle 
Genexpression auch in Abwesenheit von Stromazellen analysieren zu können. 
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Die Effizienz mit der Nervenzellen im Rahmen der gerichteten Differenzierung 
embryonaler Stammzellen in vitro durch die Zugabe rekombinanter Proteine erhalten 
werden, ist von verschiedenen Faktoren abhängig. In dieser Arbeit wurde neben der 
Differenzierung auf PA6-Stromazellen die serumfreie Kultivierung in Gegenwart des 
Wachtumsfaktors FGF-2 durchgeführt. Auf diese Weise wurden Neuronen erhalten, 
die Dopamin synthetisieren und daher einer bestimmten Region im ZNS zuzuordnen 
sind (Lee et al., 2000). In dem beschriebenen Zellkulturmodell hatte sich die Zugabe 
von FGF-8 und Sonic Hedgehog während der Expansion neuronaler Vorläuferzellen 
als vorteilhaft im Hinblick auf die Anzahl der Nervenzellen erwiesen. Ferner konnte 
die Zahl reifer Neuronen in Anwesenheit von Ascorbat gesteigert werden. 
Interessanterweise hatte auch die Zelldichte einen Einfluss auf die Anzahl der 
erhaltener Neuronen. Die Kultivierung auf Stromazellen erlaubt eine klonale Analyse. 
So war die Anzahl erhaltener Kolonien nach der Differenzierung vom Genotyp der 
verwendeten Stammzellen abhängig. Aus embryonalen Stammzellen des Wildtyps 
ging gegenüber Zellen mit dem Genotyp flk-1lacZ/lacZ eine deutlich geringere Anzahl 
hervor. Hingegen ist für die gerichtete Differenzierung in Gegenwart von Wachtums-
faktoren die Expansion Nestin-exprimierender Vorläuferzellen mit einer bestimmten 
Zelldichte essentiell. Hier wurde Apoptose bei Neuronen zu beobachtet, die aus 
Stammzellen mit dem Genotyp flk-1lacZ/lacZ hervorgingen. Diese Beobachtung 
unterstreicht die Rolle des VEGF-Rezeptor-vermittelten Signalwegs, die dieser 
offenbar für den programmierten Zelltod und die Proliferation im Rahmen der 
Differenzierung zu Neuronen in vitro besitzt. 
 
6.2 Identifikation von Bestandteilen des VEGF-Rezeptor 2-
vermittelten Signalwegs 
Im Organismus der Maus wird die Anzahl vorhandener Gene auf 3-7x104 
geschätzt. Jedoch wird schätzungsweise nur ein Anteil von etwa 15% in jeder 
individuellen Zelle exprimiert. Die zeitliche und räumliche Koordination der 
Genexpression ist die Grundlage für die Entwicklung des Organismus. Das 
Genexpressionsmuster jeder Zelle ist daher von vielen Einflüssen abhängig. Eine 
wichtige entwicklungsbiologische Fragestellung stellt die Identifikation und 
Charakterisierung derjenigen Gene dar, die in einem bestimmten Gewebe 
differentiell exprimiert werden. 
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6.2.1 Ex pluribus unum, ex uno plura - Analyse differentieller Genexpression 
 Die Kombination der Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro mit 
der gezielten Inaktivierung von Genen, war in dieser Arbeit Ausgangspunkt der 
Etablierung einer Methode, differentiell-exprimierte Gene des Rezeptors VEGFR-2-, 
Flk-1-vermittelten Signalwegs während der neuronalen Differenzierung embryonaler 
Stammzellen zu identifizieren. 
Die Analyse differentieller Genexpression findet ihren Ursprung im Vergleich von 
zwei DNA-Bibliotheken im Hinblick auf die Häufigkeit, mit der eine zufällig gewählte 
DNA-Sequenz in der jeweiligen Bibliothek repräsentiert wird. Da die Häufigkeit selten 
größer als 1% der gesamten Transkripte einer Zelle ist, wurde das Verfahren der 
subtraktiven Hybridisierung etabliert, um diesen Nachteil durch die Anreicherung 
differentiell-exprimierter Transkripte auszugleichen. Darüberhinaus wurde eine 
weitere Methode, das sogenannte Differential Display, beschrieben (Liang und 
Pardee, 1992). Bei dieser Vorgehensweise liegen die Transkripte einer Zelle durch 
die Wahl spezifischer Oligonukleotide im Rahmen der RT-PCR in einzelnen, 
überlappenden Teilbibliotheken vor. Die folgende Visualisierung der differentiellen 
Genexpression mit Hilfe eines Polyacrylamidgels ist daher dem Vergleich mehrerer 
„Fingerabdrücke“ ähnlich, die etwa 50-100 verschiedene Banden umfassen. Für die 
Analyse von >95% der Transkripte einer Zelle ist aus diesem Grund die Analyse 
einiger hundert Gele nötig. Die Methode besitzt gegenüber der subtraktiven 
Hybridisierung den Vorteil, viele Bibliotheken simultan vergleichen und auf eine 
separate Hybridisierung verzichten zu können. Entscheidend ist jedoch, in welchem 
Verhältnis differentiell-exprimierte Transkripte vorliegen. So sind Transkripte, die mit 
einem Verhältnis von <10:1 in Gegenwart solcher, die mit etwa >100:1 repräsentiert 
werden, kaum durch die subtraktive Hybridisierung zu identifizieren, weil eine 
Anreicherung diesbezüglich nicht möglich ist. Umgekehrt sind Unterschiede einer 
Verteilung von beispielsweise 50:1 bis zu 1000:1 mit Hilfe des Differential Display 
nicht aufzulösen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher die subtraktive 
Hybridisierung in Verbindung mit der PCR benutzt. Es wurde gezeigt, daß die 
Hybridisierungskinetik und die Zusammensetzung der doppelsträngigen Adaptor-
DNA zu einer Anreicherung schwach- gegenüber stark-repräsentierten Transkripten 
beiträgt (Diatchenko et al., 1996). Ferner förderten die komplementären DNA-
Sequenzen des Adaptors während der PCR die Bildung von Sekundärstrukturen und 
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verhinderten durch die sogenannte Suppression PCR, eine unspezifische 
Amplifikation. 
Alternativ wurde mit der Technik der Serial Analysis of Gene Expression, SAGE, eine 
Methode beschrieben, die eine schnelle und detaillierte Analyse großer Transkript-
mengen erlaubt (Velculescu et al., 1995). Ausgangspunkt war die Überlegung, daß 
eine Sequenzlänge von neun Nukleotiden des 3´-untranslatierten Bereichs eines 
Transkripts ausreicht, um 49 Gene unterscheiden zu können. Diese Anzahl ist größer 
als die Zahl aller im Genom vorhandenen Gene. Ferner ermöglicht die Konkatemer-
bildung der kurzen DNA-Sequenzen eine effiziente Untersuchung im Rahmen der 
Sequenzierung. Zunächst wird daher mit Hilfe biotinylierter Oligonukleotide aus 
polyadenylierter RNA doppelsträngige cDNA synthetisiert. Die cDNA wird mit einem 
Restriktionsenzym behandelt, das die DNA im statistischen Mittel in möglichst kurze 
Abschnitte spaltet. Die cDNA wird durch Bindung an Streptavidin immobilisiert. Der 
Ansatz wird halbiert und die Aliquots werden jeweils mit unterschiedlichen Oligo-
nukleotiden ligiert, die eine Erkennungssequenz für ein tagging Enzym besitzen. Das 
Enzym spaltet versetzt von dieser Erkennungsstelle. Dadurch entsteht ein Tag. Es 
handelt sich dabei um eine Sequenz, die an das Oligonukleotid gebunden ist. Der 
Tag ist für jedes Gen einzigartig. Zur Anreicherung werden die Tags der beiden 
Ansätze zu Linkerditags ligiert und amplifiziert. Mit Hilfe eines anchoring Enzyms 
werden die Oligonukleotide von den Tags gespalten. Durch Ligation der Ditags 
werden Konkatemere gebildet, in einen Vektor kloniert und schließlich sequenziert. 
Im Gegensatz zu Methoden der subtraktiven Hybridisierung erlaubt SAGE neben der 
qualitativen Aussage, ob ein Gen exprimiert wird, auch eine quantitative Analyse im 
Hinblick auf die relative Kopienzahl entsprechender Transkripte. Da das Verfahren 
jedoch auf einer zufälligen Auswahl von Genen innerhalb einer Population beruht, 
ergibt sich unter Berücksichtigung der statistischen Verteilung eine Anzahl solcher 
Gene, die in der Auswahl über- oder unterrepräsentiert sind. 
Ferner ist mit Hilfe von SAGE eine Aussage bezüglich der Polyadenylierung möglich, 
weil sich der Tag grundsätzlich im 3´-untranslatierten Bereich eines Transkripts 
befindet. Für den Fall der unterschiedlichen Polyadenylierung werden mehrere Tags 
erhalten. Hingegen werden beispielsweise auf Mikroarrays ausschließlich solche 
Isoformen nachgewiesen, die Bestandteil der cDNA sind, mit der die Hybridisierung 
durchgeführt wird. Schließlich lässt sich die Transkriptionsrichtung bestimmen. Da 
sich die Tags aus der einzelsträngigen RNA eines Gens ableiten, kann festgestellt 
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werden, welcher der beiden DNA-Stränge transkribiert wird. Allerdings ist die 
Herkunft der Tags unter dem Gesichtspunkt auftretender Sequenzunterschiede 
problematisch. So variiert beispielsweise der 3´-untranslatierte Bereich eines 
Transkripts in den unterschiedlichen Mausstämmen. 
Desweiteren ist die Analyse differentieller Genexpression mittels Filter- oder Mikro-
arrays möglich. Bei diesem experimentellen Ansatz werden Genbibliotheken in hoher 
Dichte auf einem geeigneten Trägermaterial immobilisiert, um einen hohen Durch-
satz zu gewährleisten. Die Gene werden mit markierter cDNA hybridisiert, die mit 
Hilfe der RNA zu untersuchender Zellen generiert wird. Durch Vergleich der Signal-
intensitäten werden differentiell exprimierte Gene identifiziert. Die Vorgehensweise 
setzt die Kenntnis der Sequenz entsprechender Klone der Genbibliothek voraus. Die 
Einhaltung identischer Ausgangsbedingungen bei der Probenaufbereitung und 
Hybridisierung ist essentiell, um die Abweichungen gemessener Signalintensitäten 
gering zu halten. Eine quantitative Aussage ist erst nach mehrmaliger Wiederholung 
des Experiments möglich. Darüberhinaus weist die graphische Darstellung von 
Mikroarraydaten gegenüber den durch SAGE ermittelten Resultaten im Hinblick auf 
die Verteilung von Genen in zwei Populationen eine „Stauchung“ auf. Schließlich 
stellen Mikroarrays eine Inversion der Dot-Blot-Methode dar. Die Transkripte werden 
nicht nach Größe getrennt. Daher wird das spezifische Signal von der unspezifischen 
Bindung der cDNA überlagert. 
Die Kombination der durch SAGE gewonnenen Informationen im Hinblick auf neue 
oder bekannte Gene mit Mikroarrays, die sich durch einen hohen Durchsatz 
auszeichnen, vereinigt die Vorteile der beiden Vorgehensweisen. Auf diese Weise 
wurden zahlreiche Verfahren etabliert, beispielsweise die Representational 
Differential Analysis, RDA, in Verbindung mit Mikroarrays. Diese Technik diente der 
Charakterisierung solcher Gene, die an der Differenzierung neuronaler Vorläufer-
zellen beteiligt sind (D'Amour und Gage, 2003; Geschwind et al., 2001). 
Es gibt verschiedene Möglichkeiten, wie die Inaktivierung des Rezeptors Flk-1 zum 
Ergebnis der Untersuchung im Hinblick auf differentielle Expression im Rahmen der 
neuronalen Differenzierung in vitro beiträgt. Zum einen ist die Aktivierung des VEGF-
Rezeptor 2-vermittelten Signalwegs mit der Ausprägung de novo transkribierter Gene 
verbunden. Zum anderen ist der Rezeptor für die Differenzierung zu Endothelzellen 
essentiell. So kann der Rezeptor Flk-1 durch parakrine Regulationsmechanismen zur 
Aktivierung von Signalwegen beitragen, die an der Proliferation oder der Apoptose 
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beteiligt sind. Daher ist das Ergebnis ebenso mit einer Zu- oder Abnahme der Anzahl 
Zellen eines bestimmten Typs zu begründen. 
In der vorliegenden Arbeit wurde nach Durchführung der subtraktiven Hybridisierung 
in Verbindung mit der PCR unerwarteterweise eine geringe Anzahl differentiell-
exprimierter cDNAs identifiziert. Nach Subtraktion in beide Richtungen wurden keine 
cDNAs aufgefunden, die in beiden Bibliotheken vorliegen. Differentiell-exprimierte 
cDNA-Klone waren unterschiedlich repräsentiert und trugen während der zufälligen 
Auswahl und Sequenzierung zur Redundanz bei. Desweiteren entsprachen die 
cDNAs teilweise Genen, die in der Literatur in Zusammenhang mit der Entwicklung 
des ZNS gebracht wurden. Tatsächlich konnte die differentielle Expression von 
Vimentin auch im Mausmodell nach konditionaler Inaktivierung des flk-1-Gens durch 
Ausprägung der Rekombinase Cre unter der Kontrolle des nestin-Promotors nach-
gewiesen werden. Ferner konnte hier gezeigt werden, daß das Protein PEA-15, 
Bestandteil des VEGF-vermittelten Signalwegs ist und durch Phosphorylierung 
gegenüber der proteasomalen Degradation stabilisiert wird. 
 
6.2.2 PEA-15 reguliert Proliferation und Apoptose 
 Es wurde gezeigt, daß Proteine mit einer Death Effector Domain, DED, in der 
Lage sind, sowohl das Zellwachstum als auch den programmierten Zelltod zu 
regulieren (Kataoka et al., 2000; Zhang et al., 1998). Eine Änderung der Expression 
von Proteinen des Apoptosewegs mit einer DED, zum Beispiel FADD oder c-FLIPL, 
ihre subzelluläre Lokalisation sowie die Regulation ihrer funktionellen Eigenschaften, 
beeinflusste Vorgänge wie die Proliferation und die Apoptose und wurde im Rahmen 
der Differenzierung zu Neuronen beobachtet (Cheema et al., 2004).  
Für differenzierte Zellen ist eine stringente Kontrolle der Apoptose durch wenige 
Proteine mit DED vorteilhaft, sobald sie aufhören, zu proliferieren. Umgekehrt 
erfordern Zellen mit einer hohen Teilungsaktivität eine wesentlich robustere Kontrolle 
durch viele Mitglieder des Apoptosewegs. In einem Modell wird daher das Ausmaß 
der Zellneubildung nicht allein durch ein Gleichgewicht zwischen Proliferation und 
programmierten Zelltod beschrieben, sondern ist von einem Schwellenwert 
abhängig, der beispielsweise durch die Menge der Proteine mit einer DED bestimmt 
wird. Ein solcher Regulationsmechanismus ist für proliferierende, gegenüber dem 
Zelltod empfindliche Zellen, wie neuronale Vorläuferzellen denkbar, die zu 
teilungsinaktiven Neuronen differenzieren. Ergänzend wurde die räumliche sowie 
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zeitliche Regulation der Proliferation und Apoptose durch eine zelluläre Umgebung 
diskutiert (Fuchs et al., 2004). 
Das Protein PEA-15 besitzt eine Death Effector Domain, DED. Es wurde beobachtet, 
daß es an der Regulation des CD95- oder TNF-induzierten programmierten Zelltods 
beteiligt ist (Estellés et al., 1999; Kitsberg et al., 1999). So wirkte es dem Zelltod 
nach Stimulation des CD95-vermittelten Apoptosewegs phosphorylierungsabhängig 
entgegen. Umgekehrt war die Repression nach Stimulation durch TNF unabhängig 
von der Phosphorylierung. In Primärkulturen von Astrozyten aus Mäusen mit einer 
Inaktivierung des pea-15-Gens war gegenüber Zellen des Wildtyps eine Zunahme 
der Teilungsaktivität zu beobachten (Formstecher et al., 2001). 
 
6.2.3 PEA-15 - Bestandteil des VEGF-vermittelten Signalwegs 
 Die Proteinkinase B, Akt, besitzt eine Vielzahl zellulärer Funktionen. Die 
Regulation der Apoptose durch Akt führt zur Phosphorylierung von Substraten und 
beeinflusst auf diese Weise deren Interaktionen (Datta et al., 1997). Es wurde 
gezeigt, daß die subzelluläre Lokalisation durch die Phosphorylierung, zum Beispiel 
von Mitgliedern der Familie der Forkhead-Transkriptionsfaktoren, reguliert wird. 
Diese wurden in der phosphorylierten Form durch das Protein 14-3-3 im 
Cytoplasma sequestriert und unterdrückten die Transkription des CD95-Liganden. 
Ferner beeinflusst Akt die Stabilität von Proteinen, wie p21Cip/WAF1, gegenüber der 
proteasomalen Degradation (Brunet et al., 1999; Li et al., 2002). 
Das Protein PEA-15 wurde als Substrat der Kinase Akt identifiziert (Trencia et al., 
2003). Der Serinrest S116 ist Bestandteil einer Konsensussequenz, die auch in 
anderen Substraten gefunden wurde, beispielsweise den Proteinen BAD, CREB oder 
14-3-3 (Datta et al., 1999). Desweiteren wurde beobachtet, daß PEA-15 Akt in vitro 
unabhängig von der Aktivität der Kinase bindet. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daß die Stimulation des VEGF-
Rezeptor 2-vermittelten Signalwegs durch VEGF in NIH/3T3-Fibroblasten mit der 
Phosphorylierung der Kinase Akt verbunden ist. Damit einhergehend wurde das 
Protein PEA-15 gegenüber der proteasomalen Degradation stabilisiert. 
PEA-15 besitzt eine Death Effector Domain, DED, und wurde mit der Regulation des 
programmierten Zelltods in Verbindung gebracht, weil es an die Mitglieder des 
Apoptosewegs, FADD und Caspase-8, bindet (Kitsberg et al., 1999). Ferner nahm 
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die proteolytische Aktivität von Caspase-8 nach Stimulation des CD95-vermittelten 
Apoptosewegs in Gegenwart von PEA-15 ab (Estellés et al., 1999). Daher stellt die 
Phosphorylierung von PEA-15 einen Regulationsmechanismus gegenüber dem 
Zelltod dar, der auf posttranslationaler Modifikation beruht. Im Rahmen dieses 
Mechanismus konvergieren weitere Signalwege. So ist für die Interaktion zwischen 
Caspase-8 und PEA-15 die Phosphorylierung des Serinrests S104 durch die 
Proteinkinase C notwendig (Kubes et al., 1998). Interessanterweise wurde ist auch 
das Protein BAD Substrat zusätzlicher Signalwege. Es wird in der phosphorylierten 
Form durch 14-3-3 sequestriert, statt an Bcl-2 und Bcl-xL zu binden (Bonni et al., 
1999; Harada et al., 1999). 
Es wurde beschrieben, daß PEA-15 neben der Interaktion mit Mitgliedern des 
Apoptosewegs an die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen ERK1 und ERK2 sowie das 
Isoenzym der p90 ribosomalen S6 Kinase, RSK2 bindet (Formstecher et al., 2001; 
Vaidyanathan und Ramos, 2003; Whitehurst et al., 2004). Durch diese Bindung 
wurde die subzelluläre Lokalisation der Kinasen reguliert. Das Protein PEA-15 besitzt 
ein Kernexportsignal, das für den Transport der Kinasen aus dem Zellkern 
verantwortlich ist. Die Bindung eines Proteins mit der entsprechenden Signalsequenz 
an den Rezeptor für den Kernexport, CRM1, wurde beschrieben (Fornerod et al., 
1997). Die Sequestrierung der Proteinkinasen unterdrückte zum einen die 
Phosphorylierung nukleärer Substrate, die für die Zellproliferation eine Rolle spielen. 
Zum anderen wurde die Dephosphorylierung, zum Beispiel durch die Phosphatase 
MKP-1, im Zellkern verhindert und resultierte in einer Zunahme der Kinaseaktivität im 
Cytoplasma (Brondello et al., 1999; Ramos et al., 2000). Die Regulation von 
Apoptose und Proliferation durch PEA-15 geht daher mit einer Änderung der 
Spezifität Rezeptor-vermittelter Signalwege einher.  
Im adulten Organismus sind verschiedene Zellpopulationen an der Neurogenese 
beteiligt. Diese sind Bestandteil eines Modells, in dem die Differenzierung in mehrere 
Phasen unterteilt wird (Alvarez-Buylla und Lim, 2004). Demnach liegen zu Beginn 
neuronale Stammzellen vor, die zu teilungsinaktiven Vorläuferzellen reifen. Diese 
differenzieren nach Migration zum Zielort durch Integration und Bildung synaptischer 
Verbindungen zu reifen Neuronen. Für das Auftreten verschiedener Zellpopulationen 
ist die Verfügbarkeit extrazellulärer Faktoren notwendig, die nach Bindung an 
Rezeptoren zur Stimulation überlappender Signalwege beitragen. Konformations-
änderungen intrazellulärer Domänen eines Rezeptors ermöglichen die Rekrutierung 
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zelltypspezifisch-exprimierter Adapterproteine, beispielsweise Mitglieder der Shc-
Proteinfamilie (Conti et al., 2001). Es wurde gezeigt, daß die Internalisierung des 
Ligand-Rezeptorkomplex zum einen die Dauer und Stärke der Aktivierung reguliert 
und zum anderen bestimmt, welcher Signalweg aktiviert wird (Watson et al., 2001; 
Wu et al., 2001). Die verschiedenen Signalwege tragen zu einer Vielzahl 
übergreifender, zellulärer Funktionen bei.  
So wirkte beispielsweise der neurotrophe Faktor BDNF dem programmierten Zelltod 
durch Aktivierung des Phosphoinositol-3-Kinase/Akt- und Mitogen-aktivierten Protein-
kinase-Signalwegs entgegen (Dudek et al., 1997). Diese Beobachtung wurde auf die 
Phophorylierung des Proteins BAD am Serinrest S136 durch die Kinase Akt und am 
Serinrest S112 durch RSK2 zurückgeführt (Bonni et al., 1999). Es ist unklar, ob die 
Stabilisierung von PEA-15 gegenüber der proteasomalen Degradation nach 
Phosphorylierung durch Akt einen Einfluss auf die Interaktion der Proteine Bcl-2 und 
Bcl-xL mit BAD ausübt.  
Darüberhinaus ist die Expression und Aktivität der Kinase Akt mit einer Selektivität im 
Hinblick auf die Stimulation weiterer Signalwege, beispielsweise der Stress- oder 
Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Signaltransduktion verbunden. Tatsächlich wurde 
die differentielle Expression von Akt in neuronalen Vorläuferzellen nachgewiesen, die 
nach Stimulation durch extrazelluläre Faktoren in der zellulären Umgebung unter-
schiedlich interpretiert wurde (Sinor und Lillien, 2004). 
Schließlich war die Kinase Akt nicht nur an der Regulation der Apoptose beteiligt, 
sondern beeinflusste auch die Bildung und Aktivität von Proteinkomplexen aus 
neuronalen Transkriptionsfaktoren und dem Co-Aktivator p300 (Vojtek et al., 2003). 
So sind Mitglieder der Familien der bHLH-Transkriptionsfaktoren Neurogenin sowie 
NeuroD an der Differenzierung zu Neuronen beteiligt.  
Die Notwendigkeit einer räumlich und zeitlich getrennten Aktivierung der Signalwege 
wird anhand der Expression von Mitgliedern der Familie des Myocyte Enhancer 
Factor 2, MEF2, deutlich. Sie waren unter anderem Substrate der Kinase p38 und 
wirkten nach Stimulation dieses Signalwegs speziell in postmitotischen Neuronen 
dem programmierten Zelltod entgegen (Mao et al., 1999). 
Ausgangspunkt der Überlegungen zur Untersuchung der Rolle von Pea-15 im 
Rahmen der Neurogenese ist die differentielle Expression der Kinase Akt und des 
Proteins PEA-15. Insbesondere Primärkulturen einer Notch1-exprimierenden Zell-
population ependymaler Zellen aus der Zellwand der Ventrikel exprimieren sowohl 
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den VEGF-Rezeptor 2 als auch VEGF. Einen experimentellen Zugang erlauben 
Zellpopulationen, die über Oberflächenantigene durch fluoreszenzaktivierte- oder 
magnetische Sortierung isoliert worden sind. Nach Selektion gegenüber A2B5, 
CD24-CD15+ sowie Notch1 ließen sich entsprechende Primärkulturen in Gegenwart 
extrazellulärer Faktoren zu Gliazellen und Neuronen differenzieren (Johansson et al., 
1999; Nunes et al., 2003; Watson et al., 2001). 
Eine solche Zellpopulation ist daher im Verlauf der Differenzierung auf die 
Expression von Akt, PEA-15 und ihre proliferativen Eigenschaften zu untersuchen. 
Während der Kultivierung sind neutralisierende Antikörper geeignet, die mit der 
VEGF-vermittelten Stimulation des Akt-Signalwegs einhergehende Phosphorylierung 
von PEA-15 nachzuweisen.  
Die Rolle des Proteins PEA-15 ist im Rahmen des CD95-vermittelten Zelltods 
phosphorylierungsabhängig. Daher ist die Expression von CD95 im Rahmen der 
Differenzierung zu verfolgen. Nach Auslösen des CD95-vermittelten programmierten 
Zelltods ist die Kinetik proteolytischer Vorgänge, die Bestandteile des apoptotischen 
Signalwegs, beispielsweise Caspase-3, -8 und PARP betrifft, sowie die Freisetzung 
von Cytochrom C, eines Proteins der mitochondrialen Atmungskette, interessant, um 
zu überprüfen, ob diese mit dem Expressionsverlauf von PEA-15 übereinstimmen. 
Schließlich wurden in dieser Arbeit nach der VEGF-vermittelten Stimulation des 
Rezeptors Flk-1 die Tyrosinreste Y1052 Y1057 der intrazellulären Domäne identifiziert, 
die für die Aktivierung des Akt-Signalwegs essentiell sind. Die Expression der 
Rezeptoren mit der Mutation Y1173F war entgegen veröffentlichten Resultaten mit 
einer Stimulation dieses Signalwegs verbunden (Dayanir et al., 2001). Die 
Aktivierung wurde durch Wortmannin pharmakologisch inhibiert und legte eine 
Beteiligung der Phosphoinositol-3-Kinase nahe. 
Vor dem Hintergrund der neuronalen Expression des Rezeptors ist die Bindung des 
Adapterproteins ShcB nach Phosphorylierung des Tyrosinrests Y1173 interessant 
(Maurer et al., 2003; Warner et al., 2000). Es wurde beobachtet, daß sich die 
Expression von ShcB und ShcC im Gegensatz zu ShcA auf neuronale Zellen 
beschränkt (Sakai et al., 2000). Ein Vergleich der Ausprägung von ShcA und ShcC 
während der Differenzierung neuronaler Stammzellen zu reifen Neuronen zeigte eine 
reziproke Regulation der Expression (Conti et al., 2001). So beeinflusste die 
Expression von ShcC die Aktivität des MAP Kinase- und Akt-vermittelten Signalwegs 
in reifen Neuronen. Es ist nicht bekannt, ob die Ausprägung von ShcB im Rahmen 
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der neuronalen Differenzierung in ähnlicher Weise reguliert wird und inwieweit VEGF 
nach Bindung an den Rezeptor Flk-1 zu einer Phosphorylierung von ShcB führt. 
 
6.3 Die konditionale Inaktivierung des VEGF-Rezeptor 2 
 Die Analyse der physiologischen Rolle des VEGF-Rezeptor 2-, Flk-1- 
vermittelten Signalwegs ist mit Hilfe transgener Mäuse möglich. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde die Rolle des Rezeptors im neuronalen Kontext untersucht. 
Die somatische Mutagenese mit Hilfe eines Rekombinationssystems besitzt trotz der 
gezielten räumlichen und zeitlichen Inaktivierung des betreffenden Gens Nachteile. 
So ist der Anteil derjenigen Zellen, in denen das Rekombinationsereignis stattfindet 
vermindert, weil die Rekombinase Cre unter der Kontrolle eines Promotors steht, der 
nur in einem Teil der Zellen des Gewebes aktiv ist. Darüberhinaus findet das 
Rekombinationsereignis in solchen Zellen statt, in welchen das Gen aktiv bleiben 
sollte. Überdies ist die Expression der Rekombinase Cre zu einem unerwünschten 
Zeitpunkt, beispielsweise in der Keimbahn, möglich. 
In der vorliegenden Arbeit stand die Expression der Rekombinase Cre unter der 
Kontrolle der bereits veröffentlichten, regulatorischen Sequenzen des nestin-Gens 
(Tronche et al., 1999; Zimmerman et al., 1994). Im Mausmodell wurde die Gewebe-
spezifität durch das Einbringen von DNA nachgewiesen, bei der das fluoreszierende 
Protein eGFP unter der Kontrolle dieses Promotors stand (Fukuda et al., 2003; 
Sawamoto et al., 2001). Für die Expression von eGFP in neuronalen Vorläuferzellen 
waren regulatorische Sequenzen des zweiten Introns des nestin-Locus entscheidend 
(Mignone et al., 2004). So begann die Expression in transgenen Mäusen an Tag 
E7.5 der embryonalen Entwicklung und beschränkte sich zunächst auf die Neural-
platte. Ab Tag E10.5 war die Expression im gesamten Nervensystem zu beobachten. 
Im postnatalen Gehirn nahm die Expression ab und war schließlich in Regionen 
festzustellen, in denen Neurogenese stattfindet. Im Hippocampus wurde eine 
Population eGFP-exprimierender Zellen ausschließlich in der subgranulären 
Zellschicht des Gyrus Dentatus identifiziert. Die Kolokalisation von eGFP war in 
Zellen zu beobachten, die Tubulin III, Doublecortin oder GFAP exprimieren.  
Im Mausmodell wurde gezeigt, daß die Deletion des loxP-flankierten Sequenz-
abschnitts des flk-1-Gens durch Expression der Rekombinase Cre unter der 
Kontrolle des nestin-Promotors nicht lethal ist (Haigh et al., 2003). In dieser Arbeit 
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wurde die Rekombination unerwarteterweise neben dem Gehirn auch in anderen 
Organen nachgewiesen. Das Ausmaß der Deletion war in den untersuchten Organen 
unterschiedlich. Die Aktivität des Promotors war daher räumlich nicht ausschließlich 
auf Zellen des Nervensystems beschränkt. Im Tiermodell, in dem ein „Mosaik“ von 
Zellen des Wildtyps neben einem variierenden Anteil der Zellen eines verschiedenen 
Genotyps vorliegt, wird die Lethalität, die mit der Einführung einer Mutation in ein 
betreffendes Gen verbunden ist, umgangen (van der Weyden et al., 2002). So 
wurden durch die Expression der Rekombinase Cre unter der Kontrolle des nestin-
Promotors „Mosaik“-Mäuse erhalten (Betz et al., 1996). Mit Hilfe der Mäuse werden 
solche Zelltypen identifiziert, für deren Entwicklung die Inaktivierung eines Gens von 
unmittelbarer Bedeutung ist. Die Interpretation eines Phänotyps, der mit der 
Inaktivierung eines Gens in Zusammenhang steht, ist nur mit Einschränkungen 
möglich. 
Alternativ bietet sich die konditionale Inaktivierung durch die Expression der 
Rekombinase Cre unter der Kontrolle der bereits veröffentlichten, regulatorischen 
Sequenzen des Doublecortin-, DCX- oder Tubulin-, T1-, Gens an (Brown et al., 
2003; Roy et al., 2000). Es wurde nachgewiesen, daß das Protein Doublecortin an 
Microtubuli bindet und während der Entwicklung des Nervensystems der Maus ab 
Tag E10.5 exprimiert wird. Die Expression war auf Zellen beschränkt, die zu 
Neuronen differenzieren. Ferner kolokalisierte DCX nicht mit Proteinen, die für reife 
Astrozyten oder Oligodendrozyten charakteristisch sind. Aus diesem Grund eignet 
sich die Ausprägung der Rekombinase Cre unter der Kontrolle regulatorischer 
Sequenzen des DCX-Locus nach homologer Rekombination mit Sequenzabschnitten 
des Rosa26-Locus zur Etablierung einer transgenen Maus mit einer vorhersagbaren 
Expression in solchen Zellen, die zu Neuronen differenzieren. 
Ferner beschränkt die Einführung beschriebener, regulatorischer Sequenzen, zum 
Beispiel das Neuron Restrictive Silencer Element, NRSE, im Kontext heterologer 
Promotoren die Expression auf Neuronen (Schoenherr und Anderson, 1995). 
 
6.4 Endothelzellen - Schrittmacher der Neurogenese 
 In der vorliegenden Arbeit erlaubte die konditionale Inaktivierung des flk-1-
Gens mit Hilfe der Rekombinase Cre die Identifikation derjenigen Zelltypen, für die 
der Rezeptor essentiell ist. Im Mausmodell mit dem Genotyp flk-1fl/lacZ lag ein Allel 
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nach Insertion des lacZ-Gens inaktiviert vor (Shalaby et al., 1995). Durch die 
Expression von Cre unter der Kontrolle des nestin-Promotors wurde das zweite Allel 
inaktiviert. Die Identifikation der Zellen, in denen das Rekombinationsereignis 
stattfindet, wurde durch die Expression von lacZ nachgewiesen. Die konditionale 
Inaktivierung des Rezeptors war nicht lethal und ermöglichte den experimentellen 
Zugang zu autokrinen und parakrinen Regulationsmechanismen während der 
Neurogenese. 
Die Neurogenese im adulten Organismus findet unter anderem im Gyrus dentatus 
des Hippocampus in unmittelbarer Nachbarschaft zu Blutgefäßen statt. Es wurde 
beobachtet, daß sich in Aggregaten proliferierender Zellen nicht nur neuronale 
Vorläuferzellen befinden, sondern auch Zellen, die den VEGF-Rezeptor 2, Flk-1, 
exprimieren (Palmer et al., 2000). Ferner wurde Flk-1 von neuronalen Vorläuferzellen 
exprimiert (Maurer et al., 2003).  
Das Modellsystem differenzierter, embryonaler Stammzellen in vitro ist nur mit 
Einschränkungen in der Lage, die räumliche Assoziation verschiedener Zelltypen 
während der adulten Neurogenese darzustellen und zur Aufklärung der molekularen 
Mechanismen beizutragen. Mit Hilfe der Laser-assistierten Mikrodissektion wurden 
jedoch histochemisch charakterisierte, einzelne Zellen aus dem zellulären Kontext in 
vivo isoliert (Kamme et al., 2003). Auf der Basis des Mausmodells gestattet dieses 
Verfahren daher die Isolierung von lacZ+- und DCX+-Zellen aus proliferierenden Zell-
aggregaten neurogener Regionen. Ergänzend wurde eine Methode etabliert, die 
nach Extraktion der zellulären RNA und linearer Amplifikation die Analyse der 
differentiellen Genexpression durch subtraktive Hybridisierung in Verbindung mit der 
PCR oder mit Hilfe von Microarrays erlaubt (Eberwine et al., 1992). 
Mit Hilfe der Fluoreszenz-aktivierten oder magnetischen Zellsortierung wurden 
neuronale Vorläuferzellen anhand der Expression von Oberflächenantigenen isoliert 
(Capela und Temple, 2002; Johansson et al., 1999). Beispielsweise erfolgte die 
Gewinnung der Zellen durch negative Selektion gegenüber CD24, sowie einer 
positiven Selektion gegenüber CD15 oder CD133. Die CD15+CD24--exprimierende 
Zellpopulation bildete in vitro nach Zugabe von Wachstumsfaktoren wie EGF, FGF-2 
und LIF neuronale Sphäroide, die schließlich in Gegenwart von BDNF oder GDNF zu 
Neuronen oder Gliazellen differenzierten. Das Oberflächenantigen CD133 war 
Ausgangspunkt der Isolation einer Zellpopulationen des sich entwickelnden Nerven-
systems nach negativer Selektion gegenüber CD34 und CD45 aus dem peripheren 
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Blut des adulten Organismus (Uchida et al., 2000). Auch bei CD133+CD34-CD45--
exprimierenden Zellen wurde die Bildung neuronaler Sphäroide in vitro 
nachgewiesen. Bei einer Population CD133+CD34+CD45+-exprimierender Zellen aus 
dem peripheren Blut wurde nach Expansion, beispielsweise in Gegenwart von IL-6 
und des Flt-3 Liganden, und anschließend nach Zugabe der rekombinanten Faktoren 
EGF und FGF-2 die Expression von GFAP und Tubulin III in vitro beobachtet. 
Ferner wurden im peripheren Blut CD133+CD34+VEGF-Rezeptor 2+-exprimierende, 
zirkulierende unreife Endothelzellen nachgewiesen (Peichev et al., 2000). Diese 
Population repräsentierte etwa 2% aller CD34-exprimierenden Zellen. Es ist daher 
interessant festzustellen, ob CD133+CD34+-exprimierende Zellen gemeinsame 
Vorläuferzellen für neuronale Zellen und Endothelzellen darstellen, inwieweit die 
parallele Kultivierung in vitro die Differenzierung beeinflusst und ob der VEGF-
Rezeptor 2 bei diesem Vorgang eine Rolle spielt. 
Bei den beschriebenen Populationen handelt es sich um eine geringe Anzahl Zellen. 
Die begrenzte Lebensspanne ist auf replikative Seneszenz zurückzuführen. Daher 
bietet sich die Immortalisierung der betreffenden Zellen durch Einbringen einer DNA 
an, die für v-myc kodiert. So wurde ein virales Vektorsystem etabliert, in dem die 
Expression von v-myc durch die Konzentration des Antibiotikums Tetrazyklin reguliert 
wird (Hoshimaru et al., 1996; Matsuura et al., 2001). Alternativ kann DNA für die 
Kultivierung über einen längeren Zeitraum in vitro durch homologe Rekombination in 
somatische Zellen eingebracht werden. Diese kodierte beispielsweise für das Enzym 
Telomerase Reverse Transcriptase, TERT (Roy et al., 2004). Einen geeigneten 
Locus stellt neben Rosa26 der 3´-untranslatierte DNA-Sequenzabschnitt des RNA 
Polymerase II-Gens dar. Die Häufigkeit des Rekombinationsereignisses wird durch 
die Verwendung des Neomycin Phosphotransferase-Gens mit einem IRES-Element 
anstatt der regulatorischen Sequenzen eines heterologen Promotors erhöht. Die 
Translation des zweiten Cistrons hängt in diesem Fall vom Integrationsort ab. 
Zellpopulationen, die mit Hilfe der Fluoreszenz-aktivierten oder magnetischen 
Sortierung isoliert worden sind, eröffnen den experimentellen Zugang zur 
Untersuchung parakriner Mechanismen in denjenigen Zellen, die an der adulten 
Neurogenese beteiligt sind. So wurde im Rahmen der in vitro Kultivierung adulter, 
neuronaler Stammzellen des Hippocampus auf Astrozyten gegenüber Vergleichs-
kulturen, beispielsweise beschichteten Kulturschalen oder Fibroblasten, eine 
deutliche Zunahme der Anzahl MAP2ab-exprimierender Zellen nachgewiesen, einem 
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Protein das für Neuronen charakteristisch ist (Song et al., 2002). Es wurde gezeigt, 
daß die Kultivierung muriner, embryonaler Stammzellen des Cortex in Gegenwart 
pulmonal-arterieller Endothelzellen oder Vergleichskulturen corticaler Zellen zu einer 
Zunahme der Zahl solcher Zellen führt, die Nestin ausprägen (Shen et al., 2004). 
Hingegen wurde eine geringere Anzahl Tubulin III-exprimierender Zellen 
beobachtet. Die Fortsetzung der Kultivierung ohne Endothelzellen führte zur 
Differenzierung der Nestin- zu Tubulin III-exprimierenden Zellen. Daher wurde eine 
permissive Rolle der Endothelzellen im Rahmen der neuronalen Differenzierung 
postuliert. Da bei diesem Experiment der Zellkontakt zwischen Endothel- und 
Stammzellen ausgeschlossen war, wurde die Zunahme Nestin-exprimierender Zellen 
auf sekretierte, lösliche Faktoren zurückgeführt. Bislang wurde eine Reihe bioaktiver 
Faktoren beschrieben, die an parakrinen Mechanismen beteiligt sind (Rak et al., 
1996). Keiner der getesteten Faktoren, beispielsweise VEGF, BDNF oder PDGF, 
zeigte allein oder in Kombination gegenüber der Kultivierung in Gegenwart von 
Endothelzellen vergleichbare Effekte. Umgekehrt wurde beobachtet, daß Endothel-
zellen bei der Differenzierung zu Astrozyten in vitro eine instruktive Rolle spielen (Mi 
et al., 2001). 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daß sich embryonale Stammzellen durch 
die zunächst ungerichtete Differenzierung in vitro zu einer Population differenzieren 
ließen, die sowohl Nestin-exprimierende Zellen als auch eGFP-exprimierende 
Endothelzellen umfasste. Nach gerichteter, neuronaler Differenzierung durch Zugabe 
von Wachstumsfaktoren wurden mit Hilfe der RT-PCR abhängig vom Genotyp der 
Zellen, flk-1wt/wt oder flk-1lacZ/lacZ, Transkripte nachgewiesen, die Musterbildungs-
genen entsprachen. Deren Expression verleiht den Neuronen im Nervensystem eine 
regionale Identität. Um zu untersuchen, ob Endothelzellen auf Stammzellen des sich 
entwickelnden Nervensystems oder auf adulte Stammzellen neurogener Regionen 
instruierend oder permissiv wirken und welche Rolle der Rezeptor Flk-1 in diesem 
Zusammenhang spielt, bietet sich die Kultivierung betreffender Stammzellen in 
Gegenwart von Endothelzellen mit dem Genotyp flk-1fl/fl, flk-1lacZ/fl oder konditionierten 
Medien an. Die embryonalen Stammzellen werden aus Blastozysten der 
entsprechenden Mauslinien gewonnen. Die Differenzierung zu Endothelzellen in vitro 
wurde beschrieben (Hirashima et al., 2003). Diese Zellen werden in Gegenwart von 
Stammzellen des sich entwickelnden Nervensystems oder adulten Stammzellen 
neurogener Regionen kultiviert, um sowohl die Expression, beispielsweise von 
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MAP2ab oder Tubulin III, als auch die Transkription betreffender Muster-
bildungsgene zu verfolgen. Darüberhinaus gestattet die konditionale Inaktivierung 
des flk-1-Gens durch die Rekombinase Cre, beispielsweise wie beschrieben mit Hilfe 
der Proteintransduktion, die Untersuchung zu einem beliebigen Zeitpunkt der 
Differenzierung (Peitz et al., 2002). 
Während der gesamten Lebensspanne eines Organismus kann Zellwachstum in 
Regionen nachgewiesen werden, in denen Neurogenese stattfindet. Es wurde 
gezeigt, daß die Zahl neugebildeter Zellen größer ist als die Zunahme der Zahl 
funktionsfähiger, integrierter Neurone (Kaplan, 1985). Die Differenz impliziert, daß 
der Proliferation nicht nur während der embryonalen Entwicklung sondern auch im 
adulten Organismus ein Selektionsprozess gegenüberstehen muß, um dem Zell-
überschuss entgegenzuwirken (Biebl et al., 2000). Während der Embryonal-
entwicklung folgt der ursprünglichen Zellbildung ein Verlust von mehr als 50% der 
Nervenzellen. Für die Selektion ist sowohl die Ausbildung funktioneller, synaptischer 
Verbindungen als auch die Verfügbarkeit neurotropher Faktoren entscheidend. Diese 
wirken dem programmierten Zelltod postmitotischer Zellen entgegen. Es wurde eine 
Vielzahl neurotropher Faktoren identifiziert, die jeweils für das Überleben 
entsprechender Neuronen essentiell sind (Bibel und Barde, 2000). Eine Störung des 
Gleichgewichts von Neurogenese und Apoptose führt daher zu Deformierungen des 
Gehirns. In Mäusen war zum Beispiel die Inaktivierung eines Mitglieds des Apoptose-
wegs, der Caspase-9, embryonal lethal und führte im Gehirn zu Hyperplasien (Kuida 
et al., 1998). 
Im Mausmodell war die Inaktivierung des pea-15-Gens nicht lethal (Kitsberg et al., 
1999). Über den Einfluss von PEA-15 auf die adulte Neurogenese liegen keine 
Resultate vor. Kürzlich wurde ein geeigneter polyklonaler Antikörper erhalten, mit 
dem der immunhistochemische Nachweis des Proteins gelang (Sharif et al., 2004). 
Die Kultivierung neuronaler Stammzellen aus Mäusen mit einer Inaktivierung des 
pea-15-Gens ist nach gegenwärtigem Verständnis gegenüber Wildtypzellen mit einer 
deutlichen Zunahme der Anzahl derjenigen Zellen verbunden, deren Teilungsaktivität 
durch PEA-15 reguliert wird. In diesen Zellen führt die Einführung der DNA, die für 
PEA-15 kodiert, zur Wiederherstellung der Wildtypsituation. So ist die Kultur 
neuronaler Stammzellen nach Einführung der DNA interessant, die für PEA-15 mit 
der Mutation S104A oder S116A kodiert. Darüberhinaus ist von Interesse, wie sich die 
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Teilungsaktivität nach Zugabe von VEGF oder durch parallele Kultivierung in 
Gegenwart von Endothelzellen verändert. 
 
6.5 Gliogenese und Neurogenese 
 Im Hippocampus des adulten Organismus wurden neuronale Stammzellen 
nachgewiesen, die im Rahmen der Kultivierung in vitro sowohl zu Gliazellen als auch 
zu Neuronen differenzieren (Seaberg und van der Kooy, 2002). Darüberhinaus 
wurde eine Population GFAP-exprimierender Zellen im Gyrus Dentatus identifiziert, 
die zu Neuronen differenziert (Seri et al., 2001). 
Es wurde gezeigt, daß GFAP-exprimierende Zellen der subventrikulären Zone, SVZ, 
Eigenschaften neuronaler Vorläuferzellen besitzen (Doetsch et al., 1997). Ferner 
zeigten radiale Gliazellen während der embryonalen Entwicklung charakteristische 
Eigenschaften neuronaler Stammzellen (Malatesta et al., 2000; Noctor et al., 2001). 
Aus diesem Grund wird diskutiert, ob Gliazellen nicht nur an der Migration von 
Neuronen sondern auch an deren Bildung beteiligt sind. 
Offensichtlich handelt es sich bei GFAP-exprimierenden Zellen um eine heterogene 
Population. Proliferierende GFAP+-Zellen reifen sowohl zu einer Population 
GFAP+S100+-ausprägender Astrozyten als auch zu Doublecortin-exprimierenden 
Zellen, die zu Neuronen differenzieren. Desweiteren wurden teilungsaktive 
GFAP+Nestin+-Zellen identifiziert, die sich morphologisch von Astrozyten 
unterschieden und im Gegensatz zu diesen das Protein S100 nicht exprimierten 
(Filippov et al., 2003; Steiner et al., 2004). Das Resultat wurde mit einer 
asymmetrischen Teilung im Rahmen der Proliferation begründet. Sie führt zu 
histologisch verschiedenen Tochterzellen und indiziert die Existenz GFAP-
exprimierender Stamm- und Gliazellen. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des VEGF-Rezeptor 2, Flk-1, im 
neuronalen Kontext untersucht. Die gezielte, konditionale Inaktivierung des flk-1-
Gens durch Expression der Rekombinase Cre unter der Kontrolle des nestin-
Promotors diente insbesondere der Beantwortung von Fragestellungen zu einem 
frühen Zeitpunkt der Embryonalentwicklung. Die Existenz einer GFAP+Nestin+-
Zellpopulation, die sowohl zu Gliazellen als auch zu Neuronen differenziert, ist daher 
mit einer Inaktivierung des flk-1-Gens in beiden Linien verbunden. Die Deletion des 
flk-1-Gens durch Expression von Cre unter der Kontrolle regulatorischer Sequenzen 
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des Doublecortin-Promotors ist im Kontext der Neurogenese geeignet, weil das 
Rekombinationsereignis ausschließlich in solchen Zellen stattfindet, die zu Neuronen 
differenzieren. 
Es wurde gezeigt, daß die Deletion des flk-1-Gens nicht lethal ist. Daher waren 
Untersuchungen der adulten Neurogenese mit diesem Mausmodell experimentell 
zugänglich. Die histologischen Nachweise bezogen sich insbesondere auf eine 
GFAP-exprimierende Zellpopulation im Hippocampus und zeigten eine geringere 
Anzahl dieser Zellen in Mäusen mit dem Genotyp flk-1fl/fl nestin-Cre gegenüber 
Kontrolltieren, welche die Rekombinase nicht exprimierten. Unklar ist, ob es sich um 
Astrozyten oder GFAP-ausprägende Vorläuferzellen handelt. Eine Unterscheidung 
erlaubt der immunhistochemische Nachweis der Expression von S100 und Nestin. 
 
6.6 Die Entwicklung des Cerebellum 
 Entwicklungsbiologisch bildet sich die Purkinje- vor der Körnerzellschicht. 
Diese war in der vorliegenden Arbeit bezüglich Größe und Zusammensetzung nach 
Vergleich der adulten Mäuse mit einer Inaktivierung des flk-1-Gens gegenüber der 
Wildtypsituation unverändert. Es wurde gezeigt, daß die Sekretion neurotropher 
Faktoren durch Purkinje-Zellen der Apoptose von Körnerzellen entgegenwirkt 
(Vaudry et al., 2003). Schließlich wurde beobachtet, daß diese neurotrophen 
Faktoren eine Selektivität bezüglich zeitlicher Aspekte der Differenzierung zur reifen 
Körnerzelle besitzen (Skaper et al., 1998). 
Experimentellen Zugang zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen der 
Expression des Rezeptors VEGFR-2, Flk-1, und der Entwicklung von Glia- oder 
neuronalen Zellen im Cerebellum erlaubt die Inaktivierung des flk-1-Gens durch die 
Expression der Rekombinase Cre unter der Kontrolle regulatorischer Sequenzen des 
Engrailed 2-, En2-, sowie des L7-Promotors. In En2 Cre-transgenen Mäusen wurde 
beobachtet. daß die Expression der Rekombinase auf eine schmale Region, die 
auch als Isthmus bezeichnet wird, beschränkt ist (Zinyk et al., 1998). Die Ausprägung 
erreicht das Maximum an Tag E9.5 der Embryonalentwicklung. Eine genauere 
Analyse im Hinblick auf die Größenzunahme der Somata der Purkinje-Zellen ist mit 
Hilfe der bereits beschriebenen L7 Cre-transgenen Mäuse möglich (Barski et al., 
2000).  
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7 Zusammenfassung 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle des Rezeptors VEGFR-2, Flk-1, im 
neuronalen Kontext untersucht. In einem ersten Schritt wurde in embryonalen 
Stammzellen der Maus das fluoreszierende Protein eGFP unter der Kontrolle 
regulatorischer Sequenzen des flk-1-Promotors, -Enhancers exprimiert. Nach der 
Differenzierung zu Sphäroiden wurden Endothelzellen nachgewiesen, die sowohl 
eGFP als auch das zelltypspezifische Oberflächenantigen CD31 ausprägen. Ebenso 
wurden nach der neuronalen Differenzierung in Gegenwart von Stromazellen eGFP-
exprimierende Zellen identifiziert. Diese standen mit Zellen, die das für neuronale 
Vorläuferzellen charakteristische Protein Nestin ausprägten, in einem räumlichen 
Zusammenhang. Die Vorgehensweise, die Inaktivierung des flk-1-Gens mit der 
Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro zu kombinieren, sollte hier die 
Interpretation des Phänotyps des flk-1-defizienten Mausmodells ermöglichen. Der 
Rezeptor war während der neuronalen Differenzierung der Stammzellen auf Stroma- 
zellen in vitro für die Regulation der Anzahl der Vorläuferzellen essentiell. Ferner 
spielte der Rezeptor im Rahmen eines weiteren Differenzierungsmodells, das auf der 
Zugabe relevanter Wachstumsfaktoren beruht, eine instruktive Rolle im Hinblick auf 
die Identität der Neuronen. Kriterium war hier die differentielle Expression 
Homeobox-enthaltender Transkriptionsfaktoren.  
In einem zweiten Schritt wurden mit Hilfe dieses Modells differentiell-exprimierte 
Gene von Stammzellen des Wildtyps sowie Zellen mit einer Inaktivierung des flk-1- 
Gens nach der neuronalen Differenzierung durch subtraktive Hybridisierung in 
Verbindung mit der PCR identifiziert. Tatsächlich wurde das Protein PEA-15 nicht nur 
differentiell exprimiert sondern auch als Bestandteil des VEGFR-2-vermittelten 
Signalwegs identifiziert. Die biologischen Funktionen des Proteins PEA-15 wurden 
durch VEGF-vermittelte Phosphorylierung reguliert. Die Stimulation durch VEGF 
führte zunächst zu einer Aktivierung des Proteinkinase B-, Akt-Signalwegs. Für die 
Stimulation des Akt-Signalwegs war die Phosphorylierung der intrazellulären 
Tyrosinreste Y1052 und Y1057 des Rezeptors essentiell. Damit einhergehend wurde 
PEA-15 gegenüber der proteasomalen Degradation stabilisiert. Es wurde gezeigt, 
daß das Protein PEA-15 die Teilungsaktivität von Zellen beeinflusst. Die VEGF- 
vermittelte Stimulation führte zur Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten Protein- 
kinasen ERK1 und ERK2. Die weitere Phosphorylierung der Substrate dieser 
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Kinasen im Zellkern wurde durch Interaktion mit PEA-15 unterdrückt. Die Regulation 
des c-fos-Promotors war zugleich Indikator der Inhibition der Phosphorylierung 
betreffender Substrate sowie der proliferativen Aktivität. Auf diese Weise ist die 
Phosphorylierung von PEA-15 nach Stimulation durch VEGF für die Selektivität des 
Flk-1-vermittelten Signalwegs von unmittelbarer Bedeutung.  
Die Regulation der biologischen Funktion von PEA-15 erklärt die differentielle 
Ausprägung im Rahmen der neuronalen Differenzierung embryonaler Stammzellen 
in vitro. So war die Anzahl GFAP- beziehungsweise PEA-15-exprimierender Zellen 
nach Differenzierung muriner Stammzellen mit einer Inaktivierung des flk-1-Gens 
deutlich geringer.  
Die differentielle Expression identifizierter Gene wurde im Mausmodell nach 
konditionaler Inaktivierung des flk-1-Gens überprüft. Tatsächlich wurde Vimentin in 
verschiedenen Arealen des Gehirns differentiell ausgeprägt. Ein Zusammenhang 
zwischen der differentiellen Expression des Proteins PEA-15, der Anzahl GFAP- 
exprimierender Zellen und der Ausprägung des Rezeptors Flk-1 ergab sich aus der 
Identifikation einer Zellpopulation in der subgranulären Zone des Gyrus Dentatus. 
Dort wurde in flk-1-defizienten, adulten Mäusen eine geringere Anzahl GFAP- 
exprimierender Zellen nachgewiesen. Schließlich wurden sowohl im Cerebellum als 
auch im Cortex histologische Unterschiede deutlich, die sich im adulten Organismus 
aus der Inaktivierung des Rezeptors Flk-1 ergeben.  
Die vorliegende Arbeit zeigt, daß der Rezeptor VEGFR-2, Flk-1, im neuronalen 
Kontext eine Rolle spielt, die sich nicht ausschließlich auf die Vermittlung eines 
Schutzmechanismus gegenüber der neuronalen Apoptose beschränkt, sondern  
auch auf eine Beteiligung an der Neurogenese hinweist. Die Vorgehensweise, mit 
Hilfe der subtraktiven Hybridisierung Bestandteile Rezeptor-vermittelter Signalwege 
vor dem Hintergrund der Differenzierung embryonaler Stammzellen zu identifizieren, 
verdeutlicht die Eignung der Methode auch bei komplexen Zellpopulationen. 
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